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La diminution de l’infertilité masculine due à l’altération de la qualité du sperme au

cours de ces dernières décennies a fait l’objet de nombreux débats parmi les chercheurs et a

suscité l’intérêt de beaucoup de scientifiques. C’est ainsi que plusieurs publications

scientifiques se sont consacrées à différents aspects et plus particulièrement à ceux relatifs aux

facteurs altérants la qualité du sperme. L’infertilité masculine est souvent évaluée par des

paramètres de la qualité du sperme tels que la concentration des spermatozoïdes, la viabilité et

la motilité. Les cellules reproductrices de l’homme, dites spermatozoïdes, sont des cellules

mobiles qui se déplacent grâce un flagelle, la production des spermatozoïdes se fait de

manière continue depuis la puberté jusqu'à la mort et se déroule dans les testicules. Chacun de

ces gonades contient de nombreux tubes séminifères où la formation d’un spermatozoïde

dure 64 jours. Ces gamètes deviennent mobiles dans l’épididyme où ils séjournent environ

deux semaines (Descamps, 2004).

Le spermatozoïde humain est caractérisé par une tête constituée par une membrane,

un noyau, un cytoplasme, une pièce intermédiaire et un flagelle. Chaque éjaculat contient 200

à 300 millions de spermatozoïdes avec un volume de 2 ml et un pH de 7. Lors de

l’éjaculation, des contractions chassent le sperme dans l’urètre (un canal commun à l’appareil

urinaire et à l’appareil reproducteur) jusqu’à l’orifice urogénital et lorsque il parcourt les voies

spermatiques (épididyme, canal déférent), puis les voies urinaires (urètre), il peut se charger

de bactéries urovésicales (Haines et al., 2013).

Les infections de l’appareil uro-génital masculin représentent un problème de santé

majeur et compte pour près de 15 % des cas d'infertilité masculine (Cabannes, 2008). Les

infections peuvent affecter les différents sites de l'appareil reproducteur masculin, comme les

testicules, l’épididyme, et les glandes sexuelles .Généralement les infections du tractus génital

commencent dans la partie inférieure (urètre), si elles ne sont pas traitées, elles peuvent

remonter par le canal déférent vers les parties supérieures (épididyme et testicules, où est

produit le sperme) (Prabha et al., 2010). Les spermatozoïdes peuvent être, ensuite, affectés

par des infections à différents stades de leur développement. Les infections aiguës ou

chroniques peuvent compromettre la spermatogenèse, résultant en des réductions

quantitatives et qualitatives (Keck et al., 1998), ou à une altération de la fonction des

spermatozoïdes. Dans certains cas la détection de bactéries dans le sperme ne signifie pas
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nécessairement une infection, elle peut représenter une contamination ou une colonisation

sans apparition de signes de dysfonctionnement (Prabha et al., 2010).

Les infections masculines aiguës agissent sur la fécondance par les lésions

épithéliales qu’elles provoquent, et les anticorps anti-spermatozoïdes sont plus fréquemment

détectés dans la population masculine avec des antécédents infectieux. Les infections

chroniques se traduisent par tout un processus inflammatoire généré par les toxines

bactériennes et les cytokines, elles entraînent des scléroses des voies génitales par fibrose des

conduits avec parfois obstruction canalaire secondaire où des stases diminuant le nombre,

et/ou la mobilité, et/ou la vitalité des spermatozoïdes dans l’éjaculat (AL-Husseiny, 2011).

Les micro-organismes infectieux sont susceptibles de provoquer des lésions tissulaires

(épithélium et tissu conjonctif sous jacent) soit directement, soit par l’intermédiaire de leurs

produits de sécrétion. L’inflammation résulte aussi du nombre de leucocytes activés et des

cytokines qu’ils sécrètent. Les radicaux libres oxygénés libérés par ces cellules sont

actuellement considérés comme une source d’altération membranaire et nucléaire des

spermatozoïdes. Des signes indirects d’infection peuvent être détectés par des examens

classiques de spermiologie comme la modification du volume et du pH du sperme, et celle de

la mobilité et de la vitalité des spermatozoïdes (Keck et al., 1998).

Les espèces bactériennes qui interagissent avec les spermatozoïdes sont des agents

pathogènes responsables bien connus des infections urogénitales, tels que Escherichia coli,

Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis, et Chlamydia trachomatis (Putin et al.,2010).

E. coli représente probablement le micro-organisme le plus fréquemment isolé dans

les infections des voies urinaires par contamination via la flore fécale, il représente une part

allant de 60 à 80 %. Il représente le micro-organisme principale provoquant la prostatite et

l'épididymite Il est rarement responsables d’infections asymptomatiques, il est surtout lié à

des prostatites chroniques avec90% des cas dues à des infections communautaires et 50 %

dues à des infection nosocomiales (Cohen-Bacrie et al., 2009)., E. coli est réputée d’avoir une

influence négative sur la motilité et la morphologie du sperme (Sepúlveda et al., 2013).

L’hémolysine semble être impliquée dans le mécanisme moléculaire qui produit la rupture de

la membrane du sperme humain, l’acidification du milieu, en raison du métabolisme

bactérien, peut être un autre élément qui pourrait expliquer la diminution de la qualité du

sperme (Prabha et al., 2009). Plusieurs rapports décrivent l'agglutination des spermatozoïdes

avec immobilisation par E. coli (Huwe et al ., 1998; Khalili et al., 2001). Paulson & Polakoski
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(1977) ont étudié le mécanisme par lequel E. coli immobilise les spermatozoïdes et ils ont

rapporté un facteur, apparemment excrété par les bactéries, qui immobilise les spermatozoïdes

sans agglutination. Cependant, Diemer et al. (1996) ont rapporté que E. coli inhibe la motilité

des spermatozoïdes en s’adhérant à ces derniers (Prabha et al., 2009).

E coli présente une résistance naturelle aux glycopeptides et à la pénicilline G. Elle

appartient avec Proteus mirabilis, Salmonella, et Shigella, au groupe 1 des entérobactéries.

Toutes ces espèces sont naturellement sensibles à l’ensemble des β lactamines,  mais certaines 

souches ont acquis de nouveaux phénotypes de résistance leur permettant d’échapper aux

antibiotiques (Denamur et al., 2012). Les deux principaux phénomènes émergeants chez E.

coli sont les taux de résistance aux quinolones,  et  la présence de souches résistantes aux β -

lactamines (Boyer, 2013) .

       L'utilisation des  β -lactamines a conduit à l'émergence de souches résistantes dans le 

monde entier. La résistance aux β- lactames, est principalement médiée par l'acquisition de 

gènes β-lactamase, rendant les souches résistantes aux céphalosporines de troisième 

génération. Les BLSE sont maintenant les enzymes les plus répondus dans le monde, avec E.

coli comme hôte microbien majeur.

      La plupart des β -lactamases retrouvées chez E. coli appartiennent à la classe A

d’Ambler,  et peuvent être divisées en β –lactamases à spectre étroit (TEM- 1 , TEM- 2 , et 

SHV- 1 ) et aux β -lactamases à spectre étendu  ( TEM- 3 , SHV- 5 , et CTX -M) ( Rogers et 

al., 2011). Les premières BLSE ont été obtenues à partir d’une mutation partielle des

pénicillinases TEM et SHV.

Actuellement, la CTX-M la plus répandue est le CTX-M-15, qui a été détectée pour la

première fois dans E. coli en Inde en 2001. Elle est en train de se propager dans le monde

entier, en particulier depuis 2003 ( Peirano G et al., 2010). Contrairement aux BLSE de type

TEM et SHV, les mécanismes de diffusion de CTX-M15 semblent plus complexes, mettant

en jeu plutôt la diffusion de plasmides et/ou d’autres éléments génétiques mobiles (Branger

C et al., 2005).

La résistance aux Quinolone concerne plus de 10 % des souches isolées d’infections

urinaires communautaires dans plusieurs pays, elle est habituellement provoquée par les

diverses mutations chromosomiques qui changent les enzymes de cible, telles que la gyrase et

la topoisomérase IV, ou activent les systèmes d’efflux. La résistance plasmidique aux

quinolones a été récemment découverte. Le gène responsable de cette résistance est le gène
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qnr, sa présence augmente la résistance à l'acide nalidixique et aux fluoroquinolones de

quatre à octuple (Jin-Yong et al., 2005). De plus, comme ces gènes sont localisés sur des

plasmides, ils peuvent se transmettre horizontalement par conjugaison. Il faut noter que sur

ces plasmides peuvent aussi se trouver des gènes qui codent pour des résistances aux bêta-

lactames (notamment via la production de bêta-lactamases à spectre étendu), aux macrolides

et aux aminosides (Wang et al., 2003). Aujourd’hui, trois groupes de gènes Qnr ont été

identifiés chez les Enterobacteriaceae, dont E. coli ; qnr A, qnr B et qnr S avec,

respectivement, 6, 19 et 3 variantes. Ils appartiennent à la famille de répétition de

pentapeptide et aux fragments imitateurs liés à la gyrase. En se fixant directement aux

topoisomérase II et IV d’E. coli, les protéines Qnr réduisent 50% de l’affinité des

topoisomérase à l’ADN. Le mécanisme chromosomique le plus commun de la résistance aux

fluoroquinolones est les substitutions d'acide aminé dans les régions d'ADN gyrase (Gyr A)

et/ou du topoisomérase IV (ParC), qui sont les molécules principales cibles de

fluoroquinolones. Les mutations dans les gènes gyr et par, représentent un danger potentiel

étant donné que cette présence augmente d’un facteur de 10 la probabilité d’apparition de

souches à haut niveau de résistance lors de croissance en présence de fluoroquinolones (De

Lastouirs V et al., 2013 ; Batard E et al ., 2011).

Le génome des souches d’E. coli est très dynamique avec de très nombreux gains et

pertes de gènes au cours de l’évolution de la bactérie. En permanence l’acquisition ou le

développement de nouveaux mécanismes de résistance, provoquent des changements majeurs

dans les fonctions cellulaires et peuvent influencer ainsi la virulence bactérienne. Cette

relation entre virulence et résistance a ensuite été retrouvée dans de nombreux endroits du

monde sur des collections variées de souches et continue d’être observée dans des études

récentes portant sur des centaines de souche (Denamur et al., 2012). Il est incontestable que

les bactéries sont soit sensibles, soit résistantes et que la virulence peut être présente ou non

chez les deux profils. Le séquençage de génomes complets de bactéries a aussi ouvert des

pistes sur les mécanismes moléculaires de ce compromis entre résistance et virulence. De

multiples facteurs peuvent servir de médiateur dans la relation entre la virulence et la

résistance. Les gènes souvent impliqués dans les deux phénomènes ont le même moyen de

transport et de dispersion ; les intégrons, transposons et d'autres éléments génétiques

pourraient également faciliter la sélection combinée des gènes de virulence et de

résistance. L’augmentation de la résistance peut affecter la virulence de diverses façons,
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principalement en fonction de l’espèce bactériennes, l’environnement, et le mécanisme de

résistance (Beceiro et al., 2013).

Dans la littérature des résultats contradictoires sont rapportés avec des études

suggérant une corrélation positive entre résistance aux antibiotiques et virulence (Yvonne et

al., 2005; Pitout et al., 2012) et d’autres rapportant des corrélations négatives (Johnson and

al., 2005; Branger,et al., 2005; Horcajada et al., 2005, Da Silva et al., 2012).

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre travail et qui consiste à utiliser la cellule

spermatique comme modèle d’étude de l’impact de E .coli regroupant aussi bien des souches

sensibles que résistantes. Ces souches sont isolées du coq reproducteur avec des profils de

résistance aux beta-lactamines (CTX-M+ TEM) et la souche sensible coq et des infections

uro-génitales chez l’espèce humaine avec des profils de résistance aux beta-

lactamines /quinolones /fluoroquinolones (BLSE+ QNR+ FQR /BLSE+ FQR /QNR) et la

souche sensible homme, et la souche de référence. L’impact de ces bactéries est testé sur le

sperme de deux espèces, l’homme et le bovin.



MATERIELS &

METHODES
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Dans cette partie nous allons décrire la méthodologie de travail et qui a consisté à

étudier les variations de la qualité de mobilité de la semence aussi bien chez l’homme que le

bovin après contamination artificielle par des souches d’E. coli, résistantes et sensibles aux

antibiotiques. .

I. Matériels

I.1.Matériels consommables

Boites Pétrie , oses en plastiques , Mac Conkey (isolement et repiquage), gélose

nutritive ( repiquage et isolement des souches isolées ) , tubes à essai stériles , tubes

eppendorfs stériles , tubes de conservations , eau distillé , Eau physiologique stérile , Seringue

de 5ml , Embouts stériles bleus (1000µL) et jaunes (200 µL) , Micropipettes (1000µL, 100µL

et 10 µL).

I.2.Matériels non consommables

Plaque chauffante et agitatrice, hotte bactériologique, Vortex, Spectrophotomètre.

I.3.Réactifs chimiques

Les réactifs utilisés dans la galerie Api 20 E sont :

 Réactif de kovacs (mettre en évidence la production de l’indole),

 NRI et NRII (révélation de la nitrate réductase),

 VPI et VPII (révélation de la formation d’acétoine),

 L’huile de paraffine (pour l’anaérobiose).

I.4.Matériel biologique

 Spermatozoïdes humains

Les spermatozoïdes utilisés dans cette expérience sont obtenus à partir de personnes

désirant effectuer des spermogrammes. La semence est collectée après trois jours

d’abstinence. Les échantillons utilisés proviennent d’un laboratoire d’analyses médicales

dans la ville de Bejaia. Seuls les échantillons de bonne qualité sont inclus dans le présent

travail.
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 Spermatozoïdes bovins

Pour l’ensemble des expériences effectuées sur le bovin, la semence épididymaire a

été recueillie à partir de testicules de taureau achetés dans une boucherie de la ville de

Bejaia. Les testicules sont utilisés dans les 3 heures qui suivent l’abattage pour garantir la

survie des spermatozoïdes.

I.5.Matériel d’analyse

L’analyse des paramètres spermatiques a été réalisée par un analyseur informatique

CASA (SCA, Barcelone) (Fig 1), il a pour objet l’analyse informatisée de la trajectoire des

spermatozoïdes in vitro. Il est proposé dans le cadre de l’exploration d’une infertilité

masculine avant et au cours d’une procédure d’assistance médicale à la procréation

(AMP).C’est un système qui fournit des informations précises et exactes sur différentes

caractéristiques de mouvement des spermatozoïdes.

Le système CASA est utilisé pour générer un certains nombres de paramètres qui sont

les suivants :

 Le pourcentage de spermatozoïdes mobiles : c’est l’ensemble des spermatozoïdes

qui bougent indépendamment de leur qualité de mouvement et ceci par apport à la

population totale.

 Les différentes vitesses de progression :

 VCL: c’est une vitesse qui considère la distance totale parcourue par le

spermatozoïde pour un temps donné.

 VSL: vitesse qui prend en considération le point de départ et celui

d’arrivée du spermatozoïde indépendamment de son trajet.

 VAP : c’est l’équivalent de la VCL après lissage de son trajet.

 ALH: c’est la distance balayée par la tête du spermatozoïde durant son

déplacement.

 Le pourcentage de spermatozoïdes statiques : c’est l’ensemble des spermatozoïdes qui

ne bougent pas pendant l’analyse.

 Le pourcentage de spermatozoïdes rapides : c’est le pourcentage de spermatozoïdes

ayant une VAP supérieure à 50 μm/seconde. 
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 Le pourcentage de spermatozoïdes progressifs : c'est le pourcentage de

spermatozoïdes dont la VAP est supérieure à 50 μm/seconde et une linéarité 

supérieure à 75 %.

Dans notre cas nous avons retenu deux paramètres, le pourcentage de mobilité et la VSL

qui sont révélateurs de la qualité du sperme.

Fig 1 : image de l’analyseur informatique de sperme (CASA).

II . Méthodes

II .1. Collecte de la semence de bovin

Bien que nous avons choisi le sperme humain pour notre principale expérimentation, le

sperme bovin a été aussi utilisé afin de comparer si les mêmes bactéries engrainent les mêmes

effets indépendamment de l’espèce. Les testicules de taureaux sont récupérés tôt le matin puis

transporté au laboratoire à température ambiante, la récolte ne se fait que sur des taureaux

sains (Fig 2).

Fig 2 : Image d’un testicule bovin.
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Premièrement, les tissues qui enveloppent le testicule et l’épididyme ont été enlevés avec

une lame tranchante, l’épididyme et le canal déférent ont été ensuite complètement isolés

du testicule puis rincés avec l’eau et séchés avec du papier absorbant (Fig 3).

Fig 3 : Image de l’épididyme juste après sa dissection et sa séparation du testicule.

Les tissus en excès et les tissus conjonctifs ont été éliminés, puis l’épididyme a été

isolé des vaisseaux sanguins pour éviter toute contamination de la semence avec le sang.

En fin la semence est récoltée avec la méthode rétrograde (Martins FC et al ., 2007).

L’aiguille d’une seringue remplie d’air est introduite dans la lumière du canal déférent, un

clamp est placé juste à la fin de la queue et au début du corps épididymaire (Fig 4).

Fig 4 : Récolte de la semence par la méthode rétrograde.

Divers incisions sur la queue de l'épididyme ont été réalisées puis, en appuyant sur cette

région manuellement le sperme a été libérés et recueilli dans un tube eppendorf stérile (Fig

5).
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Fig 5 : recueil de la semence dans un tube eppendorf.

II. 2. Infection du sperme

II. 2.1.Souches bactériennes

Durant cette étude, nous avons travaillé sur des souches d’E .Coli sensibles et

résistantes avec des différents profils de résistance. Certaines sont isolées du coq

reproducteur et d’autres de contaminations uro-génitales chez l’humain.

 souche d’E. coli sensible a tous les antibiotiques isolés du coq (S Q).

 souche d’E. coli sensible à tous les antibiotiques isolés d’infections urinaires chez

l’homme (adulte) (S H), récupérée dans un laboratoire d’analyse.

 souche d’E. coli ATCC 25922 de référence sensible a tous les antibiotiques.

 Deux souches d’E. coli isolées du coq résistantes aux β –lactamines à spectre 

élargi par la production de CTX-M et TEM.

 souche d’E. coli résistante aux β –lactamines à spectre élargi et aux quinolones par 

la production d’une CTX –M 15, TEM-1et des mutations gyr A / par C, isolée

d’infection urinaire chez la femme (adulte).

 souche d’E. coli résistante aux quinolones par qnr S, isolée d’infections urinaires

chez la femme (adulte).

 souche d’E. coli résistante aux β –lactamines à spectre élargi par la production de 

CTX-M 15 et aux quinolones par le gène qnr B et mutation gyr A / par C isolée

d’infection urinaire chez l’homme (adulte).

II.2.2.Identification des souches

La totalité des souches ont été identifiées par la galerie API 20 E.
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 Principe

La galerie API 20 E comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les

microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests, les

réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages colorés

spontanés ou révélés par l'addition de réactifs. La lecture de ces réactions se fait à l'aide du

Tableau de Lecture et l'identification obtenue à l'aide du Catalogue Analytique ou d'un

logiciel d'identification.

 Préparation de l’inoculum

Mettre une à deux colonies de culture de 18 à 24 h, dans 5 ml d’eau physiologique

stérile.

 Inoculation de la galerie

Introduire la suspension bactérienne dans chaque tube à l’aide d’une micropipette, la

pointe appuyée à l’intérieur et sur le côté pour éviter la formation de bulles.

Remplir de suspension le tube et la cupule des tests encadrés et recouvrir d’huile de

paraffine les tests soulignés.

 Lecture de la galerie

Après 24h d’incubation à 37°C, la lecture de la galerie est réalisée pour les tests

spontanés et on rajoute les réactifs pour les tests restants avant la lecture.

La lecture de la galerie a été réalisée à l’aide d’un programme d’identification

microbienne (bioeluard), c’est un programme de transcription "en ligne" du calcul de

probabilité à partir d'une base de données en pourcentage de positivité et du profil

phénotypique obtenu dans une galerie répondant aux caractères de la galerie.

II.2.3.Préparation des échantillons de sperme infecté

 Bovin

Après la préparation des suspensions bactériennes équivalentes au 0.5 Mac Farland,

pour les huit bactéries, 1mL de chaque suspension est ajouté dans des eppendorfs stériles, un

eppendorf contenant l’eau physiologique stérile seule est utilisé comme témoin, les neufs
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tubes eppendorfs sont ensuite aliquotés par 10 µl de la semence collectée, de telles sortes à

obtenir un volume final de 1 ml. L’expérience a été répétée trois fois.

 Humain

Préparation pour chaque bactérie d’une suspension bactérienne équivalente au 0.5

Mac Farland. 100 µl de chaque suspension sont ajouté dans des eppendorfs stériles, et un

témoin qui correspond à l’eau physiologique stérile seule, les neufs tubes eppendorfs sont

ensuite aliquotés par 100 µl de la semence collectée. L’expérience a été répétée deux fois.

II.2.4. Analyse aidée par ordinateur de la semence(CASA)

La motilité est appréciée par l’observation visuelle sur un écran d’un ordinateur relié

au microscope. Une goutte de 10 µl est déposée directement sur la chambre de MAKLER, au

grossissement X10, la motilité est évaluée comme décrit par Yaniz et al. (2008). Durant cette

expérience, les différents paramètres spermatiques suite à l’effet des bactéries ont été mesurés

chaque heure de T0 à T4 chez l’homme et de T0 à T5 chez le bovin.

Figure 6 : Image de lame de MAKLER.

II.2.6 Analyse statistique

Dans le présent travail nous avons utilisé le logiciel STATVIEW version 4.5 pour le

traitement des données brutes, des analyses de variances ou de tests au cours du temps sont

utilisées pour comparer les différences observées. Les résultats des tests effectués dans cette

étude sont exprimés en moyenne ± écarts types.



RESULTATS
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I. Identification des souches

L’identification obtenue par la galerie Api 20 E, a confirmée que les souches

appartenaient toutes à l’espèce Escherichia coli, les résultats des caractères biochimiques

obtenus sont représentés en annexes.

II. Impacte des bactéries sur la semence

Au cour de notre expérience, nous avons exposé in vitro les spermatozoïdes humains

et bovins à des souches d’E .coli sensibles et résistantes. L’objectif recherché est de savoir si

la virulence, est variable en fonction du statut de résistance et s’il est constant sur la semence

de deux espèces, l’humain et le bovin.

II.1. L’évolution de la motilité spermatique

 Sperme infecté par les bactéries isolées chez l’homme

Les Fig 7 et 8 représentent respectivement l’évolution du pourcentage de la motilité

(MS, %) dans le sperme humain (Fig7) et le sperme bovin (Fig 8), à T0 on remarque déjà une

différence entre les pourcentages de mobilité des spermatozoïdes chez les deux espèces,

humain et bovin. Cela démontre que la présence des bactéries dans le sperme affecte la

mobilité des spermatozoïdes rapidement après contact.

En comparant l’allure générale des deux graphes on constate que les bactéries agissent

différemment dans le sperme humain et le sperme bovin, dans le sperme humain le témoin a

montré le plus grand pourcentage de motilité 56,34%, la souche sensible ainsi que la souche

de référence ATCC semblent affecté le plus la mobilité que les souches résistantes aux deux

antibiotiques (beta-lactamines à spectre élargi et fluoroquinolones). Cependant, l’échantillon

ayant la bactérie résistante uniquement aux quinolones présente le plus faible pourcentage de

motilité avec 42,37%. Au court du temps, l’évolution de la mobilité reste instable à

l’exception des deux échantillons contenant les souches résistantes au deux antibiotiques

(beta-lactamines à spectre élargi et quinolones) qui ont connus une baisse régulière.

En revanche les résultats obtenus avec le sperme humain ne corrèlent pas avec ceux du

sperme bovin, dans ce dernier (Fig 8) à T0 la meilleure motilité a été observée dans

l’échantillon contenant la souche de référence et que toutes les souches résistantes avaient
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une meilleure motilité que la souche sensible. Dans l’intervalle du temps entre T0 et T1 la

mobilité a marqué une importante chute dans tous les échantillons, au fils du temps

l’évolution de la mobilité reste rapprochée et similaire dans tous les échantillons à

l’exception de l’aliquote contenant la souche de référence.

D’après les deux graphes nous pouvons donc suggérer que l’effet sur le sperme

humain et bovin de bactéries isolées chez l’homme est indépendant du statut de résistance de

la bactérie. Ceci est justement confirmé sur les Fig 9 et 10, en regroupant toutes les

bactéries en fonction de leurs statut, résistant sensible, les courbes de mobilité se

chevauchent.

Fig 7: Courbes représentant l’évolution de la mobilité du sperme humain en présence

de bactéries isolées chez l’homme.

Fig 8 : Courbes représentant l’évolution de la mobilité du sperme bovin en présence

de bactéries isolées chez l’homme.
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Fig 9: Courbes représentant l’évolution de la mobilité du sperme humain en fonction

de la sensibilité et la résistance des bactéries isolées chez l’homme.

Fig 10: Courbes représentant l’évolution de la mobilité du sperme bovin en fonction

de la sensibilité et la résistance des bactéries isolées chez l’homme.
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mobilité, entre T0 et T4 l’évolution de tous les échantillons a connue des hausses et des

baisses irrégulières. Dans le sperme bovin (Fig 12) des distinctions entre les différents

aliquotes ont été observés mais moins importante que celles observées sur le sperme humain

(Fig 11).

Nous pouvons retenir, notamment avec la Fig 11, qu’un même profil de résistance, en

l’occurrence CTX-M+TEM, entraine des impactes différents, démontrant ainsi que non

seulement la virulence n’est pas liée au statut de résistance aux antibiotiques (Fig 13 et 14),

mais aussi qu’au sein d’un même profil, il reste dépendant de la bactérie.

Fig 11 : Courbes représentant l’évolution de la mobilité du sperme humain en

présence de bactéries isolées chez le coq.

Fig 12 : Courbes représentant l’évolution de la mobilité du sperme bovin en présence

de bactéries isolées chez le coq.
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Fig 13 : Courbes représentant l’évolution de la mobilité du sperme humain en

fonction de la sensibilité et la résistance des bactéries isolées chez le coq.

Fig 14 : Courbes représentant l’évolution de la mobilité du sperme bovin en fonction

de la sensibilité et la résistance des bactéries isolées chez le coq.

II.2. Vitesse de progression linéaire
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humain et bovin en présence de bactéries isolées chez l’homme et le coq.
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Fig 15 : Histogramme représentant l’évolution la vitesse de progression linéaire du

sperme humain en présence de bactéries isolées chez l’homme.

Fig 16 : Histogramme représentant l’évolution la vitesse de progression linéaire du

sperme bovin en présence de bactéries isolées chez l’homme.

Fig 17: Histogramme représentant l’évolution la vitesse de progression linéaire du

sperme humain en présence de bactéries isolées chez le coq

Fig 18 : Histogramme représentant l’évolution la vitesse de progression linéaire du

sperme bovin en présence de bactéries isolées chez le coq.
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Les effets de certaines espèces de bactéries sur le sperme, n’ont pas été analysés en

profondeur dans la plupart des études portant sur la reproduction humaine. Peu d’informations

sont disponibles sur l’influence directe des bactéries sur le sperme (Gonzalez –Marina C et

al., 2011).

E. coli représente un énorme fardeau pour la santé publique dans les maladies

humaines, car elle est la cause la plus commune des infections communautaires et

nosocomiales de l'appareil urinaire (IU). Le sperme humain est susceptible d’être infecté par

cette bactérie en passant vers l’appareil génital male, d’où la problématique bactéries-

spermatozoïdes et où E. coli est réputé comme facteur contribuant à la baisse de la fertilité

masculine. La relation entre E. coli résistante /sensible et virulence a été à l’origine de

multiples controverses.ref

Dans notre étude nous avons contaminé à la fois le sperme humain et bovin par des

souches d’E. coli sensibles, et des souches résistantes d’origine humaine et animale (coq).

Ceci afin de comprendre la probabilité d’existence d’une relation entre ces mécanismes de

résistances et la virulence. Nous avons opté pour un modèle cellulaire qui est le

spermatozoïde, tout-à-fait indiqué pour explorer l’impacte bactérien. Nous avons précisément

utilisé un analyseur informatique pour quantifier d’une manière objective l’impact sur la

mobilité spermatique, paramètre reconnu comme réel indicateur de l’intégrité cellulaire.

La relation résistance/virulence reste un sujet d’actualité qui a suscité la curiosité de

plusieurs scientifiques durant ces dernières années.

Sanocka-Maciejewska et al (2005) ont rapporté que les bactéries les plus fréquemment

isolées des infections génito-urinaires des hommes n’ont aucun effet sur la qualité du sperme

chez les hommes normoozospermic, tandis que d’autre ont rapporté que la simple présence

de bactéries pourrait altérer la qualité du sperme. (Moretti et al,. 2009), ceci est concordé avec

nos résultats qui révèlent une différenciation significative de la motilité entre les échantillons

dés les premiers contactes.

Plusieurs articles documentent l’association possible entre résistance et virulence dans

E. coli. Un exemple très récent est fourni par le plasmide hybridé par conjugaison entièrement

séquencé d’E. coli entérotoxinogène (ETEC), possédant des gènes pour des entérotoxines et

un transposon composite portant le gène de résistance à la tétracycline (Fekete et al., 2012).
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Durant notre travail nous nous sommes intéressées à des souches résistantes aux

beta-lactamines, aux quinolones, et à des souches qui résistent à la fois aux beta-lactamines et

aux quinolones, plusieurs auteurs ont rapporté que la résistance au beta-lactamines ou aux

quinolones pourrait influencer sur la virulence (Horcajada et al., 2005).

Malgré des tentatives répétées d'explication de la biologie de la liaison entre la

résistance aux quinolones/fluoroquinolones et la virulence, les résultats de la littérature

restent contradictoires à cause de la complexité du sujet. Denamur et al (2012) ont étudié la

relation entre la résistance aux quinolones et la virulence, et ils ont rapporté que la résistance

aux quinolones a la capacité d’induire la perte partielle ou totale des facteurs de virulences

chez les souches pathogènes d’E. coli. D’autres études suggèrent une relation inverse entre

l’expression de la virulence et la résistance aux quinolones (Vila et al., 2002).

En analysant l’impact sur la mobilité et la vitesse progressive des spermatozoïdes

nous avons constaté que dans certain échantillons les bactéries résistantes aux quinolones

affectent les paramètres spermatiques plus que les bactéries sensibles et dans d’autres cas

c’est le contraire qui est observé.

Comme pour la résistance aux quinolones, des études ont été menées sur la résistance

aux beta-lactamines et la virulence. Denamur et al (2012) ont constatés que les souches

productrices de beta-lactamases à spectre élargi avait moins de virulence que les souches

sensibles, mais Da silva et al (2012) ont démontré que les souches d’E. coli productrices de

BLSE type CTX-M-15 étaient hautement virulentes, et pouvaient déclencher plusieurs

pathologies chez plusieurs espèces. Une autre, étude a montré que les souches productrices de

BLSE (CTX-M-15) dans EPEC humaine étaient caractérisées principalement par une

virulence élevée dans des modèles murins ( Clermont et al., 2008).

Dans notre étude les résultats de l’infection du sperme par les souches sensibles aux

beta-lactamines à spectre élargi et résistantes isolées chez l’homme et le coq ont montré que

l’influence de ces bactéries sur les paramètres spermatiques est totalement indépendant de la

sensibilité ou de leurs profil de résistance et ceci même dans les isolats qui avait une multi

résistance (BLSE, quinolones, fluoroquinolones). Aucune relation n’a été relevée entre la

sensibilité, la résistance et la virulence aussi bien sur sperme humain que bovin. De plus,

nous avons constaté que la contamination du sperme par deux souches ayant le même

phénotype de résistance avait un effet différent sur le sperme. Ceci est probablement un signe

que la virulence reste indépendante de la résistance aux antibiotiques, et nous laisse supposer
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que la virulence peut être directement liée à la bactérie elle-même avec ses propriétés

génétiques. Ceci pourrait avoir comme conséquence dans l’exploration de l’infertilité

masculine, liée aux infections bactériennes, de considérer avec la même gravité les bactéries

sensibles et résistantes.

Cependant, des recherches utilisant les techniques de biologie moléculaire doivent

encore explorer la relation résistance-virulence à des niveaux génétiques, et identifier

simultanément les mécanismes de régulation de l'expression de ces deux composantes, mais il

serait aussi intéressant d’inclure dans les études à venir tous les mécanismes de résistances

existants.
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Annexes

Tableau I: représentant les caractéristiques des souches identifiées par la galerie API 20 E.

Tableau II: composition du milieu Mac Conkey Agar W/CV, NACL and 0.5 Bile Salts (HIMEDIA)

Souches/tests E.ATCC KB337 LB443 MB M490 S01 S13 S21

ONPG + + + + + + + +

ADH + + + + + + + +

LDC + + + + + + + +

ODC + + - + + - + -

CIT - - - - - - - -

H2S - - - - - - - -

UREE - + - - - - - -

TDA - - - - - - - -

IND + + + + + + + +

VP + - - + + - - -

GEL - - - - - - - -

GLU + + + + + + + +

MAN + + + + + + + -

INO - - - - - - - -

SOR + + + + + + + +

RHA + + + + + + + +

SAC + - - + - + + -

MEL + + + + + + + +

AMY - - - - - - - -

ARA + + + + + + + +

Peptics digest of animal tissue 20,00

lactose 10,00

Sodium chloride 5,00

Bile salts 1,50

Neutral red 0,05

Crystal violet 0,001

Agar 15,00

Final pH (at 25°c) 7,2 ±0,2



Résumé

Le présent travail s’est fixé comme objectif d’évaluer l’effet de la contamination

artificielle du sperme humain et bovin par des E. coli résistantes et sensibles aux

antibiotiques. Ces souches sont isolées d’infections uro-génitales humaines et du coq

reproducteur. Les souches ont été identifiées par la galerie API20 E. le sperme est évalué par

un analyseur informatique pour générer deux paramètres de qualité des spermatozoïdes, le

pourcentage de mobilité totale et les vitesses de progression (VSL). Les résultats obtenus

montrent que les bactéries aussi bien résistantes que sensibles influencent variablement les

paramètres spermatiques, cette influence reste néanmoins non liée au statut de résistance des

souches. Ceci probablement signifie que la virulence à travers laquelle les bactéries induisent

l’effet délétère sur les spermatozoïdes est indépendante de la résistance aux antibiotiques.

Mots clés : contamination bactérienne, E. coli, sperme humain, motilité spermatique,

résistance, virulence.

Abstract

The objective of the present work is to evaluate the effect of artificial contamination of

human and bovine semen by antibiotic resistant and susceptible E. coli strain. These strains

were isolated from human urogenital infections and breeding roosters. The strains were

identified by the API20 E gallery. Semen is evaluated by a computer analyzer to generate two

sperm quality parameters, the percentage of total mobility and progressive velocity (VSL) of

the gametes. The results showed that resistant and sensitive bacteria affect variably sperm

parameters. However, these effects are not related to resistance statute of the strains. This

probably means that the virulence of the bacteria, through which induce deleterious effect on

sperm, is independent of antibiotic resistance.

Keywords: bacterial contamination, E. coli, human sperm motility sperm, resistance,

virulence.


