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Introduction générale

Le sperme entier est une suspension de spermatozoides dans un milieu liquide nommeé
le plasma séminal. Les spermatozoides sont produits par les testicules et e plasma séminal par
les glandes annexes (OMS, 1965). Le sperme est donc physiologiquement stérile. Les
parameétres spermatiques peuvent étre définis a partir d’ un examen appel é spermogramme. Ce
dernier inclut : le volume, le pH, la numération de spermatozoides par aculat et par mL, les
formes atypiques, les leucocytes, les cellules rondes, |a présence d’ agglutinats et la mobilité
(Grizar et Jimenez, 1997).

La capacité de reproduction des mammiferes peut ére modifiée sous I’influence
d états pathologiques provoqués par divers infections de |’ appareil génital méle ou femelle.
Les états pathologiques de I’ appareil génital méle peuvent entrainer : soit une stérilité par
troubles de la spermatogenese, I’ obstruction des voies spermatiques, des atérations de la

fonction spermatique du sperme ala suite de certaines infections (OM S, 1965).

La contamination du tractus génital, se fait par voie ascendante par la flore transmise
lors du rapport sexuel et ayant passé le cap de I'urétre (streptocoques B, Gardnerella,
corynébactéries, Trichomonas, gonocoques, chlamydiae) et par voie urinaire,
cutanéomuqueuse, entérique et exceptionnellement par voie hématogéne ou lymphogene
(streptocoques, coliformes, Haemophilus, Ureaplasma, staphylocoques, corynébactéries)
(Askienazy-Elbhar, 2005). Si lesinfections de la partie inférieure du tractus génital (uretre) ne
sont pas traitées, dans ce cas, €les peuvent remonter par le canal déférent (conduite qui livre
passage au sperme) vers les parties supérieures du tractus geénital (épididyme et testicules,

situés dans le scrotum ou est produit e sperme).

Les infections de |’appareil reproducteur mae peuvent inclure l'infection de la
prostate (prostatite), de I'épididyme (épididymite), ou du testicule (orchite). Les infections du
tractus génital supérieur bloquent parfois une partie ou I’intégralité des conduits du sperme et
causent des problémes au niveau de la production du sperme. Cela peut étre a I’ origine de
faibles numérations de spermatozoides ou d' un sperme anormal, contribuant a la stérilité chez
I"homme (Rowe et al., 2000).

Les infections masculines qui présentent un risque d’infertilité peuvent étre aigués en
agissant sur la fécondance par les |ésions épithdliales qu’ elles provoquent, par la modification
de composition du plasma séminal, favorisée par les germes, les leucocytes et/ou les anticorps

anti spermatozoides. Les anticorps anti spermatozoides sont plus fréguemment détectés dans
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Introduction générale

la population masculine avec antécédents infectieux. Les Iésions épithéliales au niveau de
I’épididyme sont rarement compensées par une multiplication cellulaire réparatrice car
I” activité mitotique de ces cellules s arréte aprés la puberté. Ces |ésions épithéliales modifient
la sécrétion et la réabsorption liquidienne entrainant des oligozoospermies séveres. A
contrario, au niveau des vésicules séminales et de la prostate, I’ épithélium se régénere

normalement apres une infection.

Les infections masculines peuvent également étre chroniques: tout processus
inflammatoire chronique généré par les toxines bactériennes et les cytokines entraine des
scléroses des voies génitales, par fibrose des conduits avec obstruction canalaire secondaire
ou des stases diminuant le nombre et/ou la mobilité et/ou la vitalité des spermatozoides dans

I’ §aculat (oligo-asthénozoospermie, nécrozoospermie).

Les microorganismes infectieux provoguent des |ésions tissulaires (épithélium et tissu
conjonctif sous-jacent) soit directement, soit par |’ intermédiaire de leurs produits de sécrétion.
L’inflammation résulte auss du nombre de leucocytes activés et des cytokines qu'ils
sécrétent. Les radicaux libres oxygénés (ROS) libérés par ces celules sont actuellement
considérés comme une source d’ atération membranaire et nucléaire des spermatozoides. Ces
radicaux libres pourraient avoir des effets déléteres sur toute cellule congtitutive des
épithéliums des différents organes de I’ appareil génital masculin (Tremellen et al., 2008).

L’infection des voies génitales est la cause la plus fréquente de I’ infertilité masculine.
Elle Affecte non seulement la fonction des cellules du sperme, mais I’ensemble de la
spermatogenése (Henkel et schill, 1998 ; Urata et al., 2001; Sanocka et al., 2004). L’ effet des
bactéries sur la quaité du sperme est non négligeable, de ce fait un examen
cytobactériologique sera la premiéere intention pour le couple (Bouya et al., 2015). L’ examen
permet d’ évaluer |e retentissement morphologique et fonctionnel de la bactériospermie sur les
spermatozoides et de contribuer au diagnostic d'une infection génitale des glandes annexes
masculines. Les bactériospermies pathogenes peuvent retentir & des degrés divers sur la
spermatogenése, la maturation spermatique, le transport des spermatozoides, les fonctions

migratrices et fécondantes du spermatozoide (Keck et al., 1998).

Les souches bactériennes pathologiquement présentes dans le sperme peuvent agir
directement sur les cellules du sperme. La concentration décroissante en sperme, la perte de
motilité, les changements morphologiques du sperme, et |'affaiblissement des réactions

acrosome sont les changements les plus fréquents indiqués dans les spermatozoides
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attribuables aux bactéries en conditions in vivo et in vitro. La plupart des données concernent
les agents causatifs bien connus des infections urogénitales telles que : les Escherichia coli,
Saphylocoque doré, Enterocoque faecalis, Ureaplasma urealyticum, mycoplasma hominis et
Chlamydia trachomatis (Jackson et Fowler, 1981).

Pendant l'infection bactérienne du sperme, la motilité du sperme et |la perte de sa
morphologie normale peuvent étre des conséquences des phénoménes d'adhérence et de
I'agglutinement du sperme. La surface du sperme est riche en glycoprotéines et est ainsi
susceptible de provoquer des interactions entre spermatozoides et bactéries au niveau de
récepteur-ligand (Monga, 1994).

E. coli est connue par sa capacité qui immobilise et endommage la morphologie des
spermatozoides par e contact direct, et cela en présence d’ organelles d'attachement telles que
les pili et desinteractions Récepteur-dépendante de mannose (Agarwal et al., 2012).

Le pouvoir pathogéne d’E.coli sur les spermatozoides s exprime essentiellement par
des phénomenes d'adhésion (adhésine d'E.coli / récepteur saccharidique spermatique)
induisant une agglutination des spermatozoides et une diminution de la mobilité spermatique
voire une asthénospermie (Monga et al., 1994). De plus E.coli contient des facteurs
d’immobilisations spermatiques (Prabha et al., 2010). La mise en contact de cette bactérie
avec les spermatozoides induit une diminution de la mobilité spermatique (asthénospermie)
par atération de la membrane plasmique (Diemer et al., 2000) et induit aussi |’ apparition de
vacuoles cytoplasmiques et des atérations de la fonction acrosomale (Prabha et al., 2010).
Les facteurs solubles d’ E.coli jouent un role dans la pathogénicité de |a bactérie induisant une
diminution de lamobilité et la vitalité spermatique (Schulz et al., 2010).

Corynobacterium seminale: Il est admis que C. seminale peut étre impliqué dans
certaines prostatites chroniques ou étre présent a I’état commensal chez |’homme et serait

parfois responsable d’ une réduction de la mobilité des spermatozoides (Turk et al., 2007).

Streptococcus spp : Selon Moretti (2009), I’ Enterococcus faecalis aurait un impact
négatif sur lamobilité et la morphologie spermatique (Moretti, 2009).

Saphylococcus aureus: S aureus serait responsable d une agglutination et d’une
immobilisation des spermatozoides, causée par la sécrétion d'un facteur d’immobilisation de
nature probablement protéique (Ohri et al., 2005).
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Gardanella vaginalis: Selon certains auteurs, G. vaginalis n'aurait pas d impact sur
les paramétres spermatiques (Andrade-Rocha, 2009). Mais pour d autres, au seuil delO3
UFC/mL, la présence de G. vaginalis serait corrélée a la présence d’'une leucospermie et la
bactérie serait associée a une atération des principaux paramétres spermatiques
(concentration, mobilité et morphologie spermatiques) en comparaison avec des patients

témoins (Francesco et al., 2011).

Neisseria gonorrhoeae: Cette bactérie est connue par sa capacité de provoguée
I’ urétrite, cette derniére est rarement compliquée par des infections d’ autres parties du tractus
génital, notamment les testicules, ce qui pourrait nuire lafertilité masculine (Hughes et Fenton
2000). La production des Cytokines IL-1a, IL-1b et TNF-a produites par les cellules
épithéliales provoquée par N.gonorrhoeae, pourrait contribuer a la genese de I'infertilité
provoguée par les gonocoques (Maisey et al., 2003). Le gonocoque et N. catarrhalis, espéces
sexuellement transmissibles, sont systématiquement recherchées, identifiées et soumises a la
recherche de pénicillinase et a la résistance aux antibiotiques. Leur prévalence est faible
(Askienazy-Elbhar, 2005).

Chlamydia trachomatis: Chez I'homme C.trachomatis peut causer une épididymite —
orchite, prostatite et une obstruction des voies du sperme, de cette facon atérant la fertilité
masculine. Bien que beaucoup d’ hommes infectés restent asymptomatique (Motrich et al.,
2006). L’incubation des C.trachomatis avec les spermatozoides de I'homme in vitro cause
une atération de la mobilité et la mort prématuré des spermatozoides (Eley et al., 2005). Les
études in vivo ne montrent aucune relation entre la présence des IgA ou des 1gG sériques dans
le sperme dirigés contre C.trachomatis et |'altération des paramétres spermatiques
(PennaVideau et al., 2001 ; Vigil et al., 2002). 1l est prouvé que I’infection par C.trachomatis
est liée alaproduction des anticorps anti sperme (ASA) (Witkin et al., 1995).

Mycoplasme: (U. urealyticum, M. hominis et moins fréquemment U. parvum ou M.
genitalium)._L’impact de ces bactéries sur les spermatozoides est discuté, alors que ces
bactéries peuvent étre commensales du tractus génital masculin al’ éat norma (Purvis et al.,
1993). La présence de M. hominis dans e sperme diminué la concentration spermatique, de la
mobilité spermatique et du pourcentage de spermatozoides normaux (Gdoura et al., 2007). La
présence d’'U. urealyticum dans le sperme possede un impact négatif sur la numeération, la

mobilité et la morphol ogie spermatiques (Moretti et al., 2009).
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La prise en charge des bacteriospermies pathogénes ou des contaminations
spermatiques (flore polymorphe) débute par des mesures d hygiene simples destinées a
diminuer la concentration des germes présent en premier lieu puis passer a une antibiothérapie
S nécessaire. Une antibiothérapie adaptée au germe et a I’antibiogramme. Le prescripteur
veillera a choisir une classe d antibiotiques possédant une bonne diffusion au niveau du
tractus génital masculin et a adapter I’ antibiothérapie a I’ antibiogramme. Les antibiotiques
administrables par voie orae sont les fluoroquinolones, les cyclines, |'association
sulfaméthoxazole-triméthoprime et certains macrolides (érythromycine, azithromycine)
(Courcal, 2010).

Le traitement par antibiotiques peut avoir des effets délétéres propres sur la
spermatogenése, les paramétres spermatiques et les fonctions spermatiques de |I"’homme
(Schlegel et al., 1991). Une antibiothérapie peut aussi induire la sélection d’ autres especes

bactériennes ou la sélection, along terme, d’ especes résistantes aux antibiotiques.

Depuis de nombreuses années déja, la résistance des entérobactéries aux
céphalosporines de 3éme génération ne cesse de se renforcer notamment par |’ acquisition de
B-lactamases a spectre étendu (BLSE). De nombreuses recherches ont démontrées la

progression continue al’ échelle mondiale de ce type de résistance

Les B-lactamases a spectre étendu (BLSE) ont été décrites pour la premiére fois en 1983
et sont des enzymes plasmidiques, appartenant a la classe A de Ambler,
qui conférent une résistance a toutes les peénicillines, aux céphalosporines de 1ére et 2éme

génération et a au moins une céphal osporine de 3/4éme génération (C3/4G) ou a |’ aztréonam

Nous savons déa que les BLSE sont définies comme des enzymes appartenant a la
classe A (A I'exception des BLSE de type OXA classe D) de la classification d’ Ambler,
capables d hydrolyser les pénicillines, céphalosporines de premiere, deuxiéme, troisieme et
quatrieme génération (céfépime ou cefpirome) et I’ aztréonam. Elles sont inhibées in vitro par
les inhibiteurs des B-lactamases (acide clavulanique, tazobactam et sulbactam)

. Par contre, les BLSE sont sensibles aux céphamycines (céfotétan et cefoxitine) ainsi
gu'aux carbapénémes. Une co-résistance avec les aminosides, les tétracyclines et les

fluoroquinolones est fréguente. Les bactéries possédant des BLSE sont dites multirésistantes
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Par ailleurs, notre recherche s'intitule: « Etude de la résistance aux antibiotiques de
souches bactériennes isolées de la semence humaine». Nous nous interrogeons sur la
résistance que peuvent développer certaines bactéries dans la semence humaine vis-a-vis des
antibiotiques. Pour répondre a notre question, nous avons recueilli des données et des

prélévements que nous avons anal ysés et répertoriés en fonction des résultats observes.
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Chapitre | : Matériel et méthodes

1. Présentation de |’ organisme d’ accuell :

Le laboratoire d’ anal yses médicales privé du docteur KADI (Médecin biologiste), est
situé ala Rue BESSAM AARAB Sidi Aich —Bejaia. Le laboratoire dispose de trois salles de
prélevement pour | accueil des patients. Il est doté de matériels trés sophistiqués (VITEK pour
I'identification bactérienne et antibiogramme, ARCHITECT plus pour la séologie,
immunologie et biochimie, ....) pour assurer la fiabilité des résultats. Son activité est la
réalisation d analyses meédicales biologiques dans les disciplines suivantes: Biochimie,
bactériologie, hématologie, immunologie, parasitologie, sérologie et hormonologie. Son
personnel est composé de 20 employés parmi eux des biologistes, biochimistes et techniciens
qui collaborent pour assurer la qualité de réalisation des analyses. Donc, des résultats fiables

dans des meilleurs ddlais.

2. Recueil dedonnées:

Il sagit d'une étude prospective menée sur une péiode alant du 27/02/2016 au
08/05/2016. Cette éude a inclus des patients du sexe masculin consultant pour un probléme
d’infertilité ou d'infection des voies génitales. A cet effet, les données concernant I’ &ge, le
motif de consultation, &ge de puberté, angines ou acnés durant |’ enfance, date de mariage ,
date de naissance du premier enfant, type d'infertilité, infection urinaire du patient et de son
conjoint, I"hospitalisation et I’antibiothérapie antérieures... etc. Sont notées dans un

formulaire (Annexel).

3. Prélévements:

Le recuell du sperme s effectue aprés une absence d'§aculation ou abstinence sexuelle
de 3 a4 joursidéalement au niveau du laboratoire et obligatoirement dans un flacon stérile (le
réceptacle). Si exceptionnellement, le recueil se fait & domicile, le préévement doit étre
maintenu a une température de 20 a 30 °C et apporté au laboratoire dans la demi-heure qui
suit le prélévement (El-Hamzaoui et Dikoumba, 2004). Ce recueil est réalisé aprés vidange
vésicale totale qui permet d éiminer les contaminants ou les germes éventuellement
responsables d’ urétrite.

Pour avoir I'origine de cette infection; les urines des patients sont également
récupérées dans des flacons stérile au cours de cette étude. Il est a noter qu’une toilette
complete et soigneuse du méat, du gland, du sillon balano-préputialet du prépuce, ains que

des mains, au savon antiseptique et al’ eau chaude sont effectués avant prélévent. Le sperme,
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Chapitre | : Matériel et méthodes

normalement épais et visgueux, est mis a liquéfier 30 a 60 minutes a 37 °C puis traité apres

homogénéisation.

4. Analyse du sperme:

4.1. Analyses macr oscopiques :

Elles sont réalisées pour nous donner une vision sur la qualité du sperme, telles

gue |’ aspect, la couleur, |’ odeur, le volume, le pH, laviscosité et |a présence des flocul ats.

e Levolume: est mesuré al’aide d’ une seringue calibrée et doit étre compris entre 2 et

6 mL.

e pH : est mesuré al’aide d' un papier indicateur de pH sur lequel on dépose une goutte
de sperme, il est compris entre 7,2 et 8.

e Laviscosité: ele nous donne une pré-estimation sur la mobilité des spermatozoides.
La viscosité du sperme doit diminuer spontanément a partir de 30 minutes aprées la

réalisation du prél évement.

4.2. Analyses microscopiques :( analyse des cellules vivantes)

ad La mobilité: aprés avoir bien mélanger le sperme, on va réaliser un examen
direct entre lame et lamelle. On dépose une goutte de 10pL du sperme sous microscope
optique a faible grossissement (x40), afin d estimer le pourcentage des spermatozoides
mobiles et vivants. Pour dire que le sperme est normal, il faut un pourcentage de
spermatozoides a mobilité progressive rapides(a) et lent(b) soit supérieure a 50 %. Si la
mobilité est normale, elle va nous orienter vers d’ autres examens tels que la numération
des spermatozoides.

b) La numération: on dépose 20uL du sperme dans un tube, on goute un
volume de 380 mL d'eau afin d’'immobiliser les spermatozoides. On mélange le tout et a
I’aide d’une micropipette on en prend une goutte et on I'a dépose sur une cellule de
malassez (hématimetre un quadrillage de 25 rectangles contenant eux-mémes 20 petits
carrés). On compte le nombre de cellules dans 10 carrés quadrillés, le volume d'un carré
quadrillé étant de 0.01pL. 11 suffit de multiplier le résultat par 10000 pour obtenir le
nombre de cellules par mL. pour trouver le nombre dans I’ §aculat, on va multiplier le

résultat par le volume total del’ §aculat.
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Chapitre | : Matériel et méthodes

On dit que la numération est normale si le nombre de spermatozoides par mL est
supérieur ou égal a 20 millions. Les mémes étapes sont suivies pour la numération des
cellules rondes.
c) Lavitalité: c'est le pourcentage des spermatozoides vivants. Elle est évaluée al’aide
d’un colorant vital I’ éosine-negrosine. Une goutte de 10 pL du sperme est goutée a 20
ML de negrosine (pour colorer le fond de la lame) et on goute une goutte de 10 pL
d’ éosine (pour la coloration des spermatozoides morts). On réalise un frottis et al’aide
d’un compteur cellulaire on compte 100 spermatozoides sur différents champs du
frottis et on évalue le pourcentage de ceux qui sont mort « roses » ou vivants « blancs ».
d) Spermocytogramme: C'est une anayse morphologique des spermatozoides dans
laquelle on prépare un frottis, 10uL du sperme dans une lame, apres la fixation on
réalise une coloration de GIEMSA. Cette analyse détecte les anomalies de la téte, de la
piece intermédiaire et flagellaire. Il peut exister plusieurs anomalies sur le méme
Spermatozoide, y compris les leucocytes. S on a 30% de formes normales, on dit que
les spermatozoides sont de bonne qualité.

5. Miseen culture:

5.1. Enrichissement :

Afin d enrichir les 200 puL du sperme et 1 mL d'urines, nous les mettons dans des

tubes de bouillon nutritif, ces derniers sont ensuite incubés a 37°C pour une nuit.

5.2. Isolement :

Apres enrichissement, pour chague échantillon, une boite de milieu sélectif de bactéries
a Gram négatif (Macconky, Drygalski, BCP, VRBG, selon leur disponibilité), sans addition
d’ antibiotique, est ensemencée par environ 10uL du bouillon nutritif (une anse), par la
technique d épuisement. D’ autre part, une boite additionnée de 1ug/mL de céfotaxime, est
ensemenceée par ImL du bouillon nutritif. Les boites sont ainsi incubées a37°C pour 18 a 24h
(annexelll).
La figure N°1 récapitule les éapes d enrichissement et d’isolement a partir de chague

échantillon.
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Matériel et méthodes

Patient

ImL

ImL

ImL

_— Urine .

37°C/ 18h

4mL BN
10 ul
_<
200pL
Sperme
— P 37°C/ 18h
4mL BN

10 ul

MC
additionné

de CTX
(1pug /mlL)

Milieu de
culture sans
ATB

MC
additionné
de CTX

(1pug /mlL)

Milieu de
culture sans

ATB

FigureN°1 : Protocol des étapes d’ enrichissement et d’isolement des échantillons.
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5.3. Identification :

Apres incubation, |’ aspect des colonies ayant poussé sur le milieu de culture utilisé est
examiné. Si la culture est polymicrobienne, des repiquages successifs sont réalisés afin de
purifier les souches isolées. L’identification des souches est par la suite réalisée par des
galeries API20E (Biomérieux).

6. Antibiogramme standard :

Toutes les souches d’ entérobactéries obtenues a partir des trois types d'isolement ont
fait I'objet d'un test de senshilité aux antibiotiques par antibiogramme standard.
L’ antibiogramme standard par diffusion sur gelose Mueller Hinton est réaliseé selon les

recommandations de CL S| vétérinaire (2013).
*  Milieu :
Gélose Mueller Hinton d’ une épaisseur de 4 mm (20 mL) est utilisée.

* |noculum :

A partir d’une culture pure de 18-24h sur milieu d’isolement, des colonies bien isolées
et parfaitement identiques sont prélevées a I’aide d' une anse, puis déchargées dans 5 mL
d'eau physiologique stérile a 0,9% et bien homogénéisee afin d obtenir une opacité
équivalente 20,5 Mc Farland ou aune D.O de 0,08 40,10 lue 2625 nm (108 UFC/mL).

*  Ensemencement :

Un écouvillon stérile est imbibé dans la suspension bactérienne diluée au 1/10, puis
essoré en le pressant fermement sur la paroi interne du tube afin de décharger le maximum.
Ensuite, I’ écouvillon est frotté sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas, en
stries serrées. L’ opération est répétée deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans
oublier de faire pivoter I'écouvillon sur [ui-méme et passant sur la périphérie de la gélose.
Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de Petri, il faut recharger I’écouvillon a

chaguefois.

*  Application des disques d’antibiotiques:

Chaque disgue d'antibiotique est déposé a laide d' une pince afin de s assurer de son
application (annexe I11).
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Apres incubation a 37°C pour 18h, les diametres des zones d'inhibition sont
interprétés en sensible (S), intermédiaire (1) ou résistant (R). Il est a noter que les diamétres
des zones d'inhibition sont interprétés selon les critéeres définis par CSFM (2015), a

I’ exception de ceftiofure, antibiotiques a usage non vétérinaire.

7. Recherche de B-lactamases a Spectre Elargie (BLSE) par DD- test (Test
de synergie) :

La production d’'une B-lactamase a spectre élargi a été détectée par |’ épreuve de la
synergie qui consiste a placer des disques de céphalosporine de troisiéme génération C3G
(ceftiofur) et de quatrieme génération (céfepime) (30 g chacun) a une distance de 20mm
(centre & centre) dun disque daugmentin (amoxicilline/clavulanate) (20/10 pg).
L'augmentation de la zone dinhibition entre le disque d'augmentin et les disques de
céphal osporines indique la production d’ une BLSE (Jarlier et al., 1988).
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1. Données épidémiologique:

Au cours de notre étude, nous avons recu un total de 68 patients consultants pour un
probleme d'infertilité ou d infection des glandes sexuelles. La répartition de cette population
par &ge a montré que I’ age des patients varie entre 19 a 56 ans avec une moyenne de 37 anst6
ans. Lafigure N°2 montre que la catégorie d’ age « 33 a 40ans » est |a catégorie d’ &ge qui
souffre le plus du probleme d'infertilité. La majorité des patients sont mariés, venant pour
vérification d une stérilité primaire et la minorité pour une stérilité secondaire. L’age de la
puberté des patients est compris entre 11 et 18 ans avec une moyenne de 15anst2ans.
Seulement 10 patients se sont souvenus d’ avoir souffert d’ une acné durant leur adolescence.

5 Histogramme

30 1
25 1

20

Nombre

15

10

0 - T T T 1
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Age

Figure N°2: Répartition de la population par age des patients.

2. Données cytologiques

2.1. Résultats macr oscopiques::

Le volume du sperme recueilli était compris entre 0.9 mL et 9 mL avec une moyenne
de3mL +£1 DS. Selon I’'OMS (1999), quatre patients avaient une hypersepermie, un volume
de sperme supérieur a 6 mL, ’hypospermie (<2mL) était observée chez 16 patients. Le pH
moyen du sperme était de 8.3 + 0.5 DS. Un pH alcain supérieur a 8 est observé chez 41
patients. La couleur de tous les spermes gaculés est de couleur blanc gris sauf un échantillon

qui était jaunatre. Quant a I’ odeur, aucun patient n’a présenté un sperme avec une mauvaise
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odeur. La viscosité des échantillons est normale dans 88.2% des cas, 7.35% semi visqueux et

4.4% visqueux.

2.2. Résultats microscopiques :

a) Le nombre de spermatozoides par mL : Au cours de cette étude, le nombre de
spermatozoides est compris entre [0.12 -345.6 millions/mL] avec une moyenne de 81.6 +68.2
millions DS. Selon I’OMS, le nombre normal de spermatozoides doit étre supérieur a
20millions/mL. De ce fait, seulement 11 patients sont oligospermiques (0-20 millions/mL), 5
d’entre eux ont une oligospermie sévere (<Smillions/mL) et un patient est caractérisé comme

étant polyspermique (>200mL).

b) La mobilité: la mobilité des spermatozoides est normale chez la majorité des patients.
Sdon I'OMS, la mobilité est normale s la mobilité progressive de type a+b des
spermatozoides est supérieur ou égale a 50%. De ce fait, 17 patients sont asthénosphériques
(<50%).

c) La viabilité: Si I’on part du fait que la viabilité normale des spermatozoides doit étre
supérieure a 60% (OM S, 1999), on conclue que 43 patients ont des spermatozoides vivants, le
reste des patients ont un nombre de spermatozoides inférieur a 60% et ces derniers ont un

nombre trés faible de spermatozoides par mL.

d) Les spermatozoides normaux: Selon I'OMS, la morphologie normae des
spermatozoides doit étre supérieure a 30%, celle-ci est détériorée dans la totaité de nos
¢chantillons (< a 30%).

En conclusion, les résultats du spermogramme (figure3) nous montrent que la
normospermie est présente chez 33 patients de toutes les catégories d’ age, excepté celle des
personnes agées de plus de 54 ans. Les anomalies du sperme les plus fréguemment
rencontrées au cours de cette étude étaient I’ oligospermie et I’ hypospermie notamment chez la
catégorie des personnes agées de 33 ans a 40 ans. L’ asthénospermie est également observée

chez 8 patients dont |a plupart sont aussi de la catégorie d' age « 33 a40 ans »:
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Nombre
18 + 17
16 -
14 -
‘I Asthénospermie
12 A
W Hyperspermie
10 - Hypospermie
8 B Normospermie
8 -
6 H Oligospermie
6 - 5 Polyspermie
4
4 - 3 3 3
22 2 2
2 - 1 1 1 1 1 11 11 0o
000 00 0 0 00 ® 0 [ /
O A 1 1 1 1 1 1 Age
19-26 26-33 33-40 40-47 47-54 54-61

Figure N°3: Répartition du résultat du spermogramme en fonction de tranches d’ &ge.

€) Leucospermie: Au cours de notre travail, nous avons trouvé 25 patients qui ont présenté
une leucospermie et les résultats de spermogramme chez ces patients varient entre une
normospermie, asthénospermie-oligospermie et hypospermie. Une association d une
leucospermie et bacteriospermie (infection) est observée dans 16% des cas, et leurs
spermogrammes varient entre une oligospermie-asthénospermie et hypospermie.

Une leucospermie qui varie entre 1% et 4% est observée chez la majorité des patients
(84%). 12% des patients ont une leucospermie variant entre 4 a 14%. On remarque une valeur
tres élevée de leucocytes (34%) chez un seul patient. Ce dernier a une mobilité des
spermatozoides tres faible (Asthénospermie). L'OMS considere comme significatif
d’inflammation, et surtout S'il est associé a une bactériospermie, un compte de leucocytes
proche de 1 000 000 par mL (seuil considéré par tous les auteurs comme trop élevé). Des
travaux récents ont montré que la leucospermie pouvait n’étre que transitoire et ne pas
affecter lafertilité (Cottell, 1998).
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D’autres auteurs ont trouvé gu’'une leucospermie entre un et trois millions/mL
n’ affecte pas lafonction des spermatozoides (Kaleli et al., 1998).

En effet, Gonzales a trouvé une corrélation entre une asthénozoospermie, une
hypofonction des vésicules séminales, et une spermoculture positive seulement lorsque celle-

ci était accompagnée d’ une leucospermie (Gonzales et al., 1989).

3. Données bactériologiques:

L’ examen bactériol ogique (spermoculture) pour les 68 patients a révélé que 73% des
patients avaient une spermoculture négative sur les milieux disolement utilisés, 21%
possedant une bacteriospermie, alors que 6% ont présenté une infection. Les résultats de la

spermoculture sont montrés par la figure ci-dessous.

M sterile W bacteriospermie infection

6%
21%

73%

Figure N°4 : Représentation graphique en secteur des résultats de la spermoculture.

La figure ci-dessous (figure 5) présente les résultats du spermogramme en fonction du
résultat de la spermoculture. Cette figure indique que la normospermie est souvent
accompagnée d'une culture stérile mais €elle peut aussi étre accompagnée d'une
bactériospermie (7 cas). La bactériospermie était également observée chez les patients atteints
d’ une asthénospermie.
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Figure
N°5: Représentation des résultats du spermogramme en fonction du résultat de la

spermoculture.

Beaucoup d éudes ont examiné I'impact des infections génitales sur le potentiel
reproducteur masculin. Cependant, |’ effet des bactéries sur la qualité du sperme est encore
controverse (Mankveld et kruger, 1998). Au cours de notre travail, 20 souches
d entérobactéries ont été isolées dont 6 E .coli, 6 Serratia sp, 3 souches d’ Enterobacter sp, 4
de Klebsiella sp, et une souche de Citrobacter sp.

En effet, il est admis que le colibacille (E. coli) et I’ entérocoque sont |es deux aérobies
endogenes les plus fréquemment trouvées dans la culture du sperme. Auroux et al. (1991) ont
observé une asthénospermie associée a une oligospermie lors d' une infection expérimentale a
E. coli, mettant en jeu des phénomenes d’ adhérence dans cette infection et pas I’ endotoxine.
D’autres entérobactéries sont fréguemment découvertes, surtout Proteus et Klebsielles, de

méme origine et de méme pouvoir pathogéne que le colibacille (Auroux et al., 1991).

II'y a beaucoup de rapports démontrant que I’invasion bactérienne pourrait contribuer
ala détérioration de la qualité du sperme qui est évidente dans |’ analyse courante du sperme,
particuliérement chez les hommes stériles (Sanocka et al., 2005). La concentration
décroissante en sperme, la perte de motilité, les changements morphologiques du sperme
(tératospermie), sont les changements les plus fréquents indiqués dans les spermatozoides en
contact avec la bactérie (Sanocka et al., 2005). La diminution de la mobilité, la perte de

morphologie des spermatozoides dans un sperme infecté peuvent étres des conséquences des
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phénomenes d’ adhérence et de I’ agglutinement du sperme. La surface du sperme est riche en
glycoprotéines et est ainsi susceptible aux interactions spermatozoides — bactéries au niveau
du récepteur-ligant (Monga et al., 1994).

Certains chercheurs croient que la présence de bactéries dans le sperme n’ affecte pas
la qualité du sperme, aors que les études in vitro ont montré un impact négatif (Moretti et al.,
2009 ; Santiago-Moreno et al., 2009 ; Boitrelle et al., 2012). L’ impact de la bactériospermie
sur les parameétres spermatiques est discuté mais, a ce jour, I'impact de la présence de
bactéries résistantes aux antibiotiques sur les parametres spermatiques reste peu étudié surtout
gue la résistance aux antibiotiques et la virulence bactérienne semble étre deux
caractéristiques antagonistes (Mezhoud et al., 2015).

Au cours de la présente étude, |es bactéries isolées ont fait I’ objet d’ un antibiogramme
standard pour tester leur sensibilité aux antibiotiques. Nous avons noté des pourcentages
élevés de résistance a des antibiotiques tels que I’ Ampicilline (52.4%), I’ Amoxicilline acide
clavulanique (AMC) 57.1%. Les taux de résistance aux antibiotiques testés sont présentés par
la figure6. L’usage excessif de ces antibiotiques, la vente illicite dans nos régions et les
mauvaises posologies pourraient expliquer en partie I’augmentation des résistances, le « sur
usage » et les mauvaises indications des antibiotiques dans d autres spéciaités sont
incriminées comme facteurs pouvant étre responsable d une augmentation des résistances
(Hooton, 2003).

Figure N°6 : Taux de résistance aux antibiotiques.
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Au cours de notre travail, nous avons isolé une seule souche de Serratia sp
productrice de § -lactamase a spectre élargi(BLSE). La production d’une BLSE a été détectée
par |I'épreuve de la synergie entre une céphalosporine de troisiéme génération (ceftiofur,
ceftazidime, cefotaxime) et une AMC. La figure ci-dessous met en évidence la présence de
BLSE.

Figure N°7 : Image de synergie chez une souche de Serratia sp.

Les bactéries productrices de BLSE constituent une préoccupation majeure en milieu
hospitalier ains qu’en communautaire en raison de leur diffusion épidémique et de leur
multirésistance aux antibiotiques. En effet, les BLSE sont retrouvées chez une vaste
proportion de bacilles & Gram négatif, mais les entérobactéries représentent les germes les
plus incriminés (Gniadkowski, 2001).

4. Impact de bactériesrésistantes aux antibiotiques sur la qualité du
sperme:

Nous voulons confirmer I'impact de bactéries résistantes aux antibiotiques sur les
parametres spermatiques tout en les comparant a I'impact de bactéries sensibles.
Curieusement, la motilité spermatique (figure 8), la viabilité (figure 8) ains que le volume

(figure9) sont mellleurs dans les échantillons présentant des bactéries résistantes a
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I’ampicilline comparés aux échantillons ayant des bactéries sensibles. Le méme phénomene
est observé lorsque ces souches sont résistantes a I’ amoxicilline-acide clavulanique (AMC), a
I’exception de la viahilité. Concernant le pH du sperme (figure 9), il semble identique en

présence de bactéries sensibles ou résistantes aux antibiotiques.

La mobilité a é&é comparée entre un sperme contaminé avec une souche d E.coli
productrice de BLSE et une souche d’'E.coli (ATCC 25922), ayant aucune résistance
antimicrobienne acquise, la présence de cette derniere a diminué tous les parametres de la
mobilité (Mezhoud et al., 2015). Les résultats actuels ont montré que la mobilité du sperme
n’'a pas été affectée dans les échantillons inocul és avec des souches de E. coli productrices de
BL SE cad des souches résistantes n’ ont pas d' impact sur les parametres spermatiques car elles
sont considérées moins virulentes. Lavigne et al., (2006) ont montré que les facteurs de
virulences éaient moins fréguents dans les souches productrices de BLSE par rapport aux
souches d'E.coli non productrice de BLSE. Il a récemment éé rapporté que les souches de
Klebsiella pneumoniae productrices de carbapénémases (KPC) sont moins virulentes que la
souche de K. pneumoniae ATCC10031 / CIP53153 celaindique que I’introduction d'un gene

plasmatique bla KPC-2 diminue la virulence de |a souche de référence.
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Figure 8: Impact de bactéries sensibles ou résistantes aux antibiotiques sur lamotilité et 1a viabilité spermatique.
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Figure 9: Impact de bactéries sensibles ou résistantes aux antibiotiques sur le volume e le pH spermatique.
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Au terme de cette é&ude, nous avons isolés 20 souches d’ entérobactéries des échantillons
du sperme des 68 patients. Ce travail, réalisé de fagcon prospective sur une période de deux
mois dans un laboratoire d’ analyses médicales privé, avait pour objectif de
rechercher des bactéries résistantes dans le sperme et leur impact sur la qualité du sperme.

De cefait, nous avons réalisé un spermogramme pour évaluer |es parametres spermatiques
d’'une part et une spermoculture suivie d un antibiogramme pour la mise en évidence des
bactéries résistantes d’ autre part.

L’ effet des bactéries sur la qualité du sperme est non négligeable si le taux de ces
derniersest éevé. L’ infection del’ appareil génital masculin peut agir a quatre niveaux pour
altérer lafertilité masculine: action directe des germes sur les spermatozoides, action des
leucocytes de laréaction inflammatoire sur les spermatozoides, atteinte des voies séminales.

La contamination par cette bactérie peut étre évitée grace a une bonne hygiéne.

Nous avons conclu durant notre travail que la présence de bactéries dans la semence
humaine pourrait influencer les parametres spermatiques. Nous avons, par ailleurs, remarqué
gue la présence de bactéries résistantes affecte moins les parameétres spermatiques,
contrairement aux souches sensibles qui ont un impact négatif sur la qualité du sperme.

L’ acquisition de larésistance s avére ne pas affecter les paramétres spermatiques in vivo, cela
pourrait é&re d( ala perte de virulence.

Cette étude est la premiere qui porte sur I’ émergence des souches d’ entérobactéries
productrices de B-lactamases a spectre étendu (BLSE) dans le sperme humain. La souche
serratia sp productrice de BLSE présente un niveau de résistance élevé a la plupart des -

lactamines, excepté I’imipenéme qui reste actif sur cette derniére.

Dans la plupart des cas, |e traitement des bactéries dans |le sperme comprend
I’ utilisation des antibiotiques. Le type exact de médicaments utilisés dépend du type de
bactéries présentes.
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Annexel :

Code de prélévement : Date :

Age: spz/spe

Age de puberté : Angines ou acnés récidivantes durant I’ enfance : Oui/ Non
Date de mariage : Date de naissance de premier enfant :

Infertilité/ InfectionType d’infertilité : Autre maladie:

Infection urinaire ultérieure : Oui/Non

Epouse soufrant d' une infection urinaire : Oui/ Non ; Germeisolé :

Hospitalisation antérieure : Oui/ Non

Antibiothérapie : Oui/Non

Antibiotique administré : Date de début ;

Qualité du sperme

Couleur du sperme: Odeur : Normale/purulente
V (ml) sperme: pH du sperme: viscosité
Nombre de spz/mL : Morphologie des spz :
Mobilité desspz : Viabilité des spz :
Leucospermie:

Résultats du spermogramme:

Résultat dela spermocultur e : bactériospermie/ infection

Germeisolé:




Annexell :

La composition des milieux de culture

Bouillon Nutritif

e Extraitdeviande...............cceiiiiiiiiiiiin e 100
o PEpton o e 59

e Chloruredesodium ............ccceevvievii e viieneennn. 5g
(PH=7.3)
Gélose Drigalsky

e Extraitdeviande..............coceiiiiiiiiiiiiii e 5Qg

e Chloruredesodium ...........ccoeviiiiiiiiiiiiieennnn.. B0

e Thiosulfatedesodium ..........cccevveiiiiiiiii i, 19
L I (01 = 15g
e Bleudebromothymol ...............ccoooiiii 0.08g
o Cristal VIOIBL ... 0.005¢g
O Al e 189
(PH=7.5)
Gélose BCP
® PeptoNe ... .ccoviiii 509
e Extrait de viande de beeuf 309
O LaACtlOSE ..ot 10,09
e Pourpredebromocrésol .............coceviiiiiiiiiienn, 25mg
O AGE oo, 159



Gélose Mac conkey

e Peptonetrypsiquedelagédatine..................... 17 g

o PEPIONEdECaSAINE .....vvvvvee e e 39

®  LaACtlOSE ..ot 109

o Seashiliares......cocoov it 59

e Chloruredesodium ..................cceeeeeneennbg

e ROUGENEULIE ......ooviii e, 0.03g
o Crystal VIOIEt ......ovviei it 0.001g
0 AGE oo, 135¢g

(pH =7.1 +/- 0.2)

Gélose Mudller Hinton

e Infusiondeviandedebeeuf ..........ccviiiiiiiiinn . 39
e Hydrolysat decaséines.............cceevevnevennenn. ... 17.5¢
 AMIdON.......coioiiiiii e 150



Annexe |l 1:Liste d’ antibiotiques.

Antibiotique Abréviation Charge du disgue Interpretation des
diameters (mm)
S R
Amoxicilline/acide | Amc 20/10pg >21 <14
clavulanique
Ampecilline Amp 10png >18 <15
Céftiofure EFT / >26 <31
Céfépime FEP 30ug >24 <21
Gentamicine CN 10png >17 <14
Amikacine AK 30ug >18 <15
Tetracyclline TE 30ug >19 <17




Résumé:
Au cours de cette étude déroul ée au Laboratoire d’ Analyses médicales a Sidi Aich, portant sur
I’étude de la résistance des souches bactériennes isol ée de la semence humaine, nous avons
recu 68 échantillons de sperme dont nous avons isolée 21 souches a culture positive. Les
méthodes utilisées comportent laréalisation d’ une spermoculture aprés enrichissement du
sperme, suivi d’ un spermogramme et enfin un antibiogramme pour les échantillons a culture
positive.
Les résultats obtenus nous ont servis a faire une comparaison entres | es parametres du sperme
infecté par les bactéries résistantes et sensibles. Parmi les 21 souches isolés une s avére
productrice d’ une béta lactamase a spectre élargi. Nous avons conclu que | es entérobactéries
résistantes n’ affectent pas laqualité du sperme, et les sensibles les détériore.

Motsclés: sperme, Entérobactéries, résistance, Spermogramme, Spermoculture ;
Antibiogramme ; BLSE.

Abstract:

During this study which proceeded at the laboratory In this study conducted at the Laboratory
of Medical testsin Sidi aich having on the study of isolated resistance of bacterial strains of
the human seed, we received 68 semen samples we isolated 21 strains positives cultures.The
methods used include achieving a spermoculture after sperm enrichment, followed by a semen
anaysis and finally susceptibility testing for samples positive culture.

The results obtained have served us to make a comparison among sperm parameters infected
by resistant and susceptible bacteria. Of the 21 strains isolated turns a producer of beta
lactamase éargi.Nous spectrum have concluded that resistant Enterobacteriaceae does not
affect semen quality, and sensitive deteriorates.

Key words: sperm, Enterobacteriaceae, resistance, Semen, Spermogramme; spermocul tur
ESBL.



