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I ntroduction

L'évaluation de la qualité de sperme est d' une importance majeure dans I’ exploration de
I'infertilité masculine et surtout pour I'exploitation des péeres génétiquement supérieurs dans
les programmes d’insémination artificielle (Al)(Anzar et al. 2009) Le succes de cette derniére
dépend en grande partie de la qualité de la semence, c’'est pourquoi la précision dans sa
mesure est importante et donc il est impératif de se disposer de techniques analytiques fiables

et précises.

La mesure de la concentration des spermatozoides est un parameétre primordia dans une
analyse qualitative de sperme. Sa détermination repose sur le comptage visue avec un
hématimétre qui reste la méthode de comptage la plus répandue (Gbangboche et al.
2012).Cependant, vu letemps et I’ effort nécessaire pour I’ exécuter, d’ autres méthode sont été
dével oppées comme les méthodes de comptage automatiques des noyaux rendus fluorescents
par le bromure d’ ethidium, la cytométrieen flux et les méthodes spectrophotométriques. Ces
méthodes ont généralement une bonne précision et elles permettent de rendre les
mani pul ations plus rapides(Ponthier 2012)..

Bonne concentration élevé des spermatozoides ne signifie pas forcément que le sperme
est de qualité, une mauvaise mobilité engendre des problémes énormes de fertilité ce qui rend
son anayse obligatoire. La mobilité a longtemps a éé déterminée par examen de goutte
épaisse sous le microscope optique (méthode subjective)(Ponthier 2012)et par La méthode

objective notamment CASA (Computer Assisted Sperme Analysis).

Par alleurs, dans les études qualitatives de sperme, on fait appel aux examens de vitalité
quisont surtout les tests classiques, tels que le test al'éosine- nigrosine et le test de gonflement
flagellaire en milieu hypo-osmotique (HOST) qui permettent d'apprécier le pourcentage de
vitalité des spermatozoides en spermiol ogie courante(Forges & Foliguet 2001)

Ainsi, notre travail a pour objectif principal, de comparer les résultats et la précision des
méthodes d’ analyse de la qualité de sperme bovin suivant : Pour la concentration (la méthode
de référence par hématimétre de Malassez vs |la méthode spectrophotométriques), pour la
mobilité (la méthode CASA vs la méthode spectrophotométriques) et pour la vitaité (la
méthode de coloration €osine-nigrosine vs la méhode HOST et le test al’eau) et également,
pour optimiser les protocoles des méthodes utilisées localement au sein du laboratoire



Cetravail seraprésenté en deux parties:

La premiére partie est une synthese bibliographique dans laquelle des rappels anatomo-
physiologiques de |’ appareil reproducteur méle et la technologie de la semence bovine seront
abordés. La deuxieme représente la partie expérimentale comprenant la méthodologie de

travail, la présentation et discussion des résultats ainsi que les perspectives.



Chapitre1: Lareproduction chez les bovines

I. Rappels anatomiques sur I’appareil génital du taureau

L’ appareil génital du taureau (figurel) peut se décomposer en trois grandes parties :
— Lestesticules
— Lesvoies spermatiques, incluant I’ épididyme et |e canal déférent

— Lesvoies uro-génitales, incluant I’ urétre, les glandes annexes et |e pénis

glande vésiculaire corps de la prostate
limite de la cavité pelvienne m.urétral
glandes

Figurel: L 'appareil génital d’un taureau(Rigal 2008)

I.1. Partie glandulaire

1.1. Lestesticules

Les testicules(figure2) sont des organes pairs, ils assurent une double fonction : une
fonction exocrine avec la production de spermatozoides ou spermatogenése et une fonction
endocrine avec la production des hormones méales. Ils sont logés avec I’ épididyme dans la
tunique vaginale et le scrotum. Chez le taureau, la descente des testicules dans les enveloppes
testiculaires s effectue avant la naissance, vers 3 a 4 mois de gestation. Le testicule est

pendulaire, a axe vertical et pese approximativement 500 grammes vers deux ans. || mesure



alors en moyenne 11 a 15 cm de haut sur 7 a9 cm de large, et7 a9 cm d’ épaisseur pour une
circonférence scrotale de 35 cm selon (Setchell, 1991) cité par.(Rigal 2008)

1.2. Enveloppes testiculaires

Les enveloppes testiculaires, encore appel ées bourses, sont formées par un ensemble de
six membranes. Il y a deux membranes superficielles constituées par le scrotum et le dartos,
trois membranes en profondeur formées par le crémaster, la fibreuse et la séreuse vaginale, en

fin latunique celluleuse et les ligaments qui stabilisent |es testicules dans leurs envel oppes.

Les enveloppes testiculaires soutiennent et protegent les testicules, les voies
spermatiques qui leur sont accolées (épididyme, cana déférent) et les vaisseaux sanguins qui
les irriguent. Cependant, leur principa role est d'assurer la thermorégulation des testicules,
essentielle au bon déroulement de la spermatogénése(Konfe 2014).

Figure 2 :Organisation interne du testicule et de I'épididyme (Schlatter, 2007)cité par
(Marc 2015)

|.2. Partie excrétrice
2.1. Lesvoies spermatiques

2.1.1. L’épididyme
Est un corps alongé le long du bord postérieur du testicule auquel il fait suite chez les
ruminants. Il est constitué d'un épithélium stratifié et de nombreuses stériocils. L'épididyme
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est composé de trois parties que sont : latéte, le corps et la queue. Chez le taureau, la durée du
transit épididymaire des spermatozoides est de 9 a 13 jours, il stocke les spermatozoides ou ils

subissent une maturation (Konfe 2014).

2.1.2. Lecanal déférent

I fait suite au canal épididymaire et sélargit en une ampoule différentielle qui sabouche
al'urétre contiguité de la vésicule séminae(Konfe 2014).L’ ampoule du canal déférent chez le
taureau une longueur de 10 a 15 cm et une largeur de 5 a 8 mm. Le canal déférent joue
également un role physiologique assez semblable a celui du canal épididymaire.(Hanzen
2010)

2.1.3 Lestubes séminiféres

Ils sont |e siége de la spermatogenése. Ils sont environ au nombre de 500 (1 a 4 par lobule)
mesurant 1 a 3 m de long et 200 a 300 de diameétre. Des amas de grosses cellules :les cellules
de Leydig ou cellules intertitielles. Elles sont situées entre les tubes et produisent une

hormone : la testostérone.
2.2. Les voies urogénitales

2.2.1. L'urétre

Est un canal impair alant de la vessie au méat urinaire et servant de passage pour le
sperme lors de I'§aculation et I'urine pendant lamiction. Lalongueur de I'urétre peut atteindre
100 a 120 cm chez un taureau adulte. 11 comporte deux parties que sont : |'urétre pelvien situé
dans la cavité pelvienne et 'urétre pénien situé dans le pénis. Chez le taureau, |'urétre a la
particularité de présenter un trajet en S: c'est le pénis. Il contribue a I'allongement du pénis

lors de I'érection(K onfe 2014).

2.2.2. Lepénis

Représente |'organe copulateur du taureau. Sa longueur varie selon les races et peut
atteindre 80 2110 cm de long. Il se forme par tabulation et élongation du tubercule génital. Le
pénis comprend trois parties : laracine du pénis, le corps du pénis et I'extrémité libre du pénis.
Il est irrigué par les artéres caverneuses et les arteres dorsales de la verge et le sang est repris
par les veines honteuses externes. Le pénis est recouvert (protégé par un étui cutané, le
fourreau encore appel é prépuce riche en glandes sécrétrices de phéromones (Konfe 2014).



2.2.3. Lesglandes annexes

Les glandes annexes ou glandes sexuelles accessoires présentent chez les mammiferes
de grandes variations anatomiques et physiologiques. Chez le taureau, les trois glandes sont :
les glandes vésiculaires ou vésicules séminales, la prostate et les glandes bulbo-urétrales. La

vessie et les glandes annexes (Rigal 2008).

Elles sécretent le liquide sémina qui se déverse dans les voies excrétrices lors de
I'§aculation et se mélange aux spermatozoides pour former le sperme. (Konfe 2014).

2.3. Lesvésicules séminales

Organes pairs symétriques, a la surface bosselée situés en arriére du col de la vessie au
dessus de la prostate(Kohler 2011),mesurons 2/5Cm de long,1,5cmde large ,se sont les

glandes produisant le liquide séminale dans lequel nage les spermatozoides.

2.4. Laprostate

La prostate est une glande de I’ appareil génital masculin qui alaforme et lataille d’ une
chétaigne et pese 15 a 25 g al’ &ge adulte. Située en avant Organisation du rectum, la prostate
entoure le col de lavessie et la partie initiale de |’ urétre, le canal qui permet |’ évacuation des
urines et du sperme (figure 1a). Elle comprend trois zones principales. la zone centrale, la

zone de transition et la zone périphérique.(Dayon 2008).

2.5. Les glandes bulbo-urétrales (les glandes de Cowper)

Les glandes bulbo-urétrales, appelées également glandes de Cowper, sont paires et
situées de chaque coté de la face dorsale de la partie pelvienne de I’ urétre, tout prés du bulbe
du pénis. Elles sont absentes chez le chien, trés petites chez le chat et de dimensions

relativement faibles chez le taureau (Marc 2015).
I1. Physiologie de I'appareil reproducteur de taureau

[1.1. Puberté

La puberté chez le méle correspond au moment ou des spermatozoides matures sont
libérés dans I’ gaculat. Des changements morphologiques peuvent étre notés chez le méale
guelques semaines avant |'apparition des spermatozoides fertiles dans |'§aculat. Selon
Bearden et a. (2004) cité par (Cabannes 2008), on observe des changements de la
conformation corporelle, une augmentation de |'agressivité envers les autres males, une

augmentation de la libido ainsi qu’une croissance rapide du pénis et des testicules. Chez le



taureau, la puberté est plus tardive pour les races alaitantes que pour les races laitieres. En
moyenne, la puberté apparait entre 10 et 12 mois . L’évauation de la fonction sexuelle des
futurs taureaux reproducteurs intervient al’ &ge de 12 mois environ. Les taureaux sont évalués
sur laqualité de I’ §aculat ainsi que sur la circonférence scrotale. La capacité reproductrice et

la production de semence sont maximales aux aentours de 4 ans(Cabannes 2008)
[1.2. Laproduction du sperme

2.1. Lesperme

Le sperme est un liquide opaque, blanchétre produit au cours de I'§aculation. 1l est
compose de spermatozoides en suspension dans le liquide séminal qui est un mélange des
sécrétions des différentes glandes génitales méles (prostate, vésicule séminale)). Les
spermatozoides représentent 20% et le liquide séminal 80% du liquide spermatique(Konfe
2014).

2.2. Le Spermatozoide

Le spermatozoide (figure3) est une cellule hautement spécialisée qui ne grossit plus et
ne se divise plus. Sataille varie entre 50 a 80 um chez le taureau. Le spermatozoide comporte
trois principal es parties qui sont :

— La téte, partie essentielle, est presgue exclusivement constituée d'un noyau haploide et
coiffé de |'acrosome.
— La piece intermédiaire, elle est riche en mitochondries et en enzymes propre aux

métabolismes du spermatozoide.

— Leflagelle, ses mouvements favorisent le déplacement du spermatozoide.

Figure 3 : Morphologie du spermatozoide mur (source:
https://www.googl e.com/search?g=l a+morphol ogi e+du+spermatozoide+m0r ; consultéele
05/05/2017




2.3. La spermatogénése

La spermatogenése (figured) correspond a un processus de différenciation cellulaire qui
aboutit a la production des spermatozoides a partir des spermatogonies souches. Elle
commence a la puberté. La production des spermatozoides est continue au cours de la vie de
I’animal et nécessite la prolifération des spermatogonies souches par mitose. L’ entrée des
spermatogonies souches dans le processus de spermatogeneése ou cycle sémina se fait a
intervalles réguliers de 13,5 jours chez le taureau. La méiose est | étape de brassage génétique
permettant la formation de cellules haploides : les spermatides, a partir des spermatocytes
(diploides).

La spermatogonie est I’ étape de différenciation cytoplasmique qui permet la formation
de cellules mobiles : les spermatozoides a partir de cellules rondes et immobiles : les
spermatides. Cette éape correspond a de nombreux remaniements cytoplasmiques et a la
condensation de la chromatine. La durée de la spermatogenése est d’ environ 54 jours chez le
taureau. La durée moyenne de transit dans I’ épididyme est de 8 jours selon (Hochereauet al.,
1964). cité par(Rigal 2008).

Cyeop! do Jonction serrées
X oplasme entre des cellules de
Spermatogonie  cq|jyjes de Sertoli Sertoli

Figure 4:Les différentes étapes de la spermatogenése (Senger, 2012) cité par(Marc
2015).




[1.3. Plasma séminal
Le plasma séminal est le principa composant du sperme. Il est constitué par les
secrétions des glandes annexes de I'épididyme et des cellules de Sertoli. 1l renferme des

constituants inorganiques et divers constituants organiques(Konfe 2014)

Le réle mgeur du liquide seminal est |'apport de substrats énergétiques aux
spermatozoides qui en étaient largement dépourvus lors de leur stockage dans I’ épididyme.
De plus, la dilution des gametes dans le plasma séminal permet I’ activation de leur motilité
progressive ains qu’'un transfert facilité des spermatozoides dans le tractus génital femelle
lors de I’ §aculation . Les secrétions des glandes annexes constituent la majeure partie de la
fraction liquide de I’ §aculat, de 50 a 95% du volume total du liquide séminal suivant les
espéeces. Certains éléments du liguide séminal proviennent de la filtration du plasma sanguin
tandis que d autres sont produits par les glandes sexuelles selon (Dacheux et al. 2001) cité par
(Marc 2015).



Chapitre 2 : Technologie de la semence bovine

1. Collecte du sperme

La collecte du sperme est I'ensemble des procedés par lesquels le sperme est recueilli
chez un animal vivant. Le sperme est prélevé sur des animaux sains, reconnus indemnes de
maladies légaement reconnues contagieuses (MLRC) et de toutes zoonoses (brucellose,
tuberculose). Plusieurs techniques de récolte ont été utilisées au fil du temps avec les progrés
scientifiques et technologiques. Les unes sinspirent des conditions naturelles d'accouplement
alors que les autres sont le fruit d'investigations expérimentales ala lumiére de la physiologie
sexuelle selon (BOLY, 1986) cité par (Konfe 2014).

1.1. Collectedu sperme al’aide du vagin artificiel

La collecte du sperme al’aide du vagin artificiel (figureb) constitue la technique la plus
utilisée dans le monde au niveau de |'espece bovine. C'est un procédé de récolte qui se
rapproche le plus des conditions naturelles d'¢aculation (BOLY, 1986). Elle permet de

simuler les conditions naturelles offertes par le vagin de la vache.

Figure5: Vagin artificiel(Hanzen 2009)

1.2 Electro g aculation

L’ électro gaculation s accomplit par stimulation éectrique des muscles lisses de
I’ampoule et du canal déférent a I’aide d’une sonde intra-rectale et d’une source éectrique
avec contréle de la tension. Elle permet de prélever le sperme a partir du taureau sans
intervention des mécanismes normaux, sensoriels et psychiques de I’ éaculation(Kabera
2008).
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1.3. La collecte du sperme épididymaire

On peut prélever du sperme épididymaire d’'un animal vivant sous anesthésie générale
avec une intervention chirurgicale. Le principe consiste a une microponction du canal
déférent.

L’ utilisation du sperme épididymaire est une nouvelle technique utilisable dans le cadre
de I'insémination artificielle ou de la fécondation in vitro chez les bovins. La collecte de
sperme épididymaire permet le recueil de spermatozoides en nombre suffisant pour plusieurs
dizaines d’inséminations artificielles selon (Guérin et a.,2003) cités par (Belkadi et al. 2013)

La méthode (rétrograde-flushing)

Les parties caudales et les canaux déférents sont isolés du reste de I’ épididyme en
faisant une coupe avec un scalpel pres de la jonction du corps et de la partie proximale,
ensuite, une aiguille et introduite dans la lumiére du cana déférent. Le fluide spermatique et
aors rincé avec une seringue chargée 4ml d’ une solution isotonique chauffée a37°C dans une

direction rétrograde en allons du canal déférent vers la partie caudale.

2. Analyse dela qualité du sper me récolte

Elle consiste a apprécier les caractéristiques du sperme collecté, notamment celles en
relation avec le pouvoir fécondant et les technologies de conditionnement. L'examen
sémiologique de I'¢§aculat comprend un examen visuel (macroscopique), un examen

microscopique et une évaluation par test métabolique ou test de résistance (Konfe 2014)
2.1. Examens macr oscopique

2.1.1. Volume del'§aculat

Le volume du sperme collecté varie selon |’ espéce, et pour une méme espece donnée, il
est fonction de I'éat physiologique de l'individu, de I'dge, de la saison, de la race, de la
méthode de récolte ou encore des conditions sanitaires et aimentaires. Le volume du sperme
est également influencé par des facteurs psychiques et environnementaux selon (Parez et
Duplan, 1987)cité par(Konfe 2014)

2.1.2. La Couleur del'éaculat

Le sperme normal de taureau est de couleur blanchétre selon (Parez et Duplan,
1987)cité par(Konfe 2014).. Cette couleur peut ére cependant modifiée pour des raisons
d'ordre physiologiques et surtout pathologiques. La couleur jaune du sperme est due a une

teneur élevée en carotene provenant des veésicules séminales. Elle peut également résulter de
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la présence de pus ou d'urine dans le sperme. Une coloration rosétre ou rougeétre traduit la
présence de sang dans le sperme. La coloration brunétre traduit la présence de sang atéré ou
d’ éléments sanguins dégénérés dans le sperme ou une infliction. La couleur bleue de I'§aculat
est due a une faible concentration en spermatozoides ou I'administration de bleu de méthylene
(Konfe 2014).

2.1.3. La Viscosité

La viscosité du sperme est fortement tributaire de la concentration en spermatozoides.
L'§aculat est d'autant plus visgueux que le nombre de spermatozoides est élevé. Comparé a
I'eau distillée, le sperme normal de taureau a une viscosité de 3,7selon (Parez et Duplan,
1987)cite par(Konfe 2014).

2.1.4. Le pH du sperme

Le pH du sperme est mesuré a l'aide d'un pH-métre ou a l'aide du papier indicateur.
C'est une mesure qui se fait immeédiatement apres la récolte. En effet le sperme sacidifie
rapidement par formation d'acide lactique. Le pH du sperme normal est compris entre 6,5 et
6,8chez le taureau selon (Hanzen, 2009)cité par (Konfe 2014).

2.1.5.Le poids spécifique
Le poids spécifique du sperme dépend du rapport entre la concentration en

spermatozoides et le volume du plasma séminal. 1l est de 1.035 chez e taureau(K onfe 2014).
2.2. Examen microscopique

2.2.1. Motilité massale

L'examen de la motilité massale est effectué le plus rapidement possible aprés le
prélévement du sperme en le maintenant rigoureusement a une température voisine de 38°C,
car elle diminue tres rapidement. Les spermatozoides se déplacent habituellement de maniére
rectiligne. La motilité massale dépend essentiellement de trois facteurs : la concentration, le
pourcentage de spermatozoides mobiles et de la vitesse de déplacement des spermatozoides.
Chez le taureau, la motilité massale est affectée d'une note variant de 0 a 5(tableaul) selon
(Parez et Duplan, 1987)cité par(Konfe 2014).
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Tableau 1 : Notation de la mobilité massale dans |’ espece bovin

Note Pourcentage approximatif Nature du mouvement
0 0% Aucun mouvement en surface
1 20% Léger mouvement ala surface
2 40% Mouvement net mais ne formant pas de vagues
3 60% Début de vagues
4 80% Vagues tres nettes
5 100% Tourbillons nettement visibles

2.2.2.La motilité individuelle

Est mesurée au microscope optique a un agrandissement 200x entre lame et lamelle,
elle correspond a la proportion de spermatozoides avec un mouvement rectiligne qui
traversent le champ du microscope. Les spermatozoides bougeant sur place, tournant en petits
cercles ou se déplacant en arriere du fait d’ une queue repliée ne sont pas considérés comme
mobiles selon (Gérard et Khirredine, 2002) cité par (Rigal 2008)

2.2.3.Mesure objective de la mobilité spermatique par analyseur informatique

du sperme (CASA)

a. Notion de CASA

CASA (figure?) est I’acronyme de « Computer-Assisted Semen Analysis » en Anglais
qui peut se traduire en francais par systeme informatisé d’ analyse de sperme. 1l constitue un
outil qui est de plus en plus intégré dans les laboratoires de biologie médicale, permettant |a
réalisation de spermogrammes. Cet appareil facultatif est surtout utile dans les centres
effectuant un grand volume d’ analyses ou les centres spécialises de fertilité(OPTMQ 2016)

Les systemes CASA sont constitués d'un microscope optique, d'une caméra et d'un
processeur (ordinateur). Les plus récents appareils permettent la mesure et le calcul de
nombreux parameétres du spermogramme: la motilité, la concentration des spermatozoides,
les caractéristiques morpho métriques (telle la longueur, la largeur, le périmeétre et surface de
la téte, la longueur du flagelle) et les anomalies morphologiques (flagelle enroulé, cassé,

vacuoles).
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b. évaluation dela mobilité al’aide du CASA

Les méthodes CASA ont permis de standardiser les examens de mobilité totale et
progressive dans un méme laboratoire et de caractériser le sperme au moyen de plusieurs
parameétres. L’ analyse au CASA demande d' utiliser une concentration basse, cette analyse est
validée si la machine utilise entre 700 et 900 cellules, ce qui correspond a une concentration

comprise entre 20 et 30 x 10°spz/ml pour la plupart des analyseurs (Ponthier 2012).

Le systéme détecte les mouvements des spermatozoides, et suit chague spermatozoide
séparément dans le temps et I’ espace.En pratique, on place un échantillon sur une cellule qui
ne doit pas étre trop profonde pour ne pas géner la mise au point du microscope (12 um). Une
cameéra enregistre tous les mouvements et les analyses selon divers parameétres (voir Figure 6)
notamment la mobilité (MOT), la vitesse linéaire (VSL :Velocity Straight Line), la vitesse
curviligne (VCL : Veocity Curvie Line), la linéarit¢(LIN=VSL/VCL), le déplacement de la
téte (ALH : Amplitude of Lateral HeadDispal cement)(Salson 2008).

Figure 6 :les parametres de la motilité spermatique (Illustration de la vélocité curvilinéaire
(VCL), la véocité linéaire (VSL), la vélocité moyenne du trajet (VAP), I'amplitude du
déplacement latéral de latéte (ALH) et lafréequence alaquelle la téte traverse le point milieu
delatrgectoire (BCF))(Hebert.A 2011)
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Figure 7 : Systéme CASA montée sur microscope(OPTMQ 2016)

2.2.3. Concentration du sperme

La concentration exprime le nombre de spermatozoides par mm® (ou par ml) d'un
gaculat. Elle peut étre directement déterminée par comptage des spermatozoides au moyen
d'une cellule hématimétrique ou indirectement par comparaison visuelle du sperme a des
solutions standards par comptage électronique ou encore par néphélométrie. L'évaluation de la
concentration en spermatozoides par la méthode directe permet d'avoir un résultat plus
objectif .

a. Méhodederéférence (par hématimetre)

Exemple de formule de mesure de la concentration sur :
Hématimetre de Thoma(voir Annexe):
Concentration(spermatozoides/ml) = N X4 X D x 10 000

— N représente le nombre de spermatozoides comptés dans 4 grands carrés.

— 4 puisque I'nématimétre comporte 16 grands carrés d'une surface totale égale a
1mm?

— D correspond au degré de dilution.

— 10000 puisque le volume de la cellule de Thoma est de 0.1 ul donc, pour avoir le

nombre de spermatozoides /ml, il faut multiplier par 10 000.
Hématimetre de Malassez (voir Annexe) :

Concentration (spermatozoides/ml) = N X 2 x 100 X D x 1000
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— N représente le nombre de spermatozoides comptés dans 10 petits carrés d' un
rectangle subdivisé (périmetre de comptage).

— 2puisgu’un périmetre de comptage comporte 20petits carreés.

— 100 puisgue le nombre de rectangles de la cellule de Malassez est de 100

— D correspond au degré de dilution (I’ inverse du taux de dilution)

— 1000 puisque le volume de la cellule de Malassez est de 1 mm? donc, pour avoir le

nombre de spermatozoides /ml, il faut multiplier par 1000.

b. Laconcentration en spermatozoides par |le spectrophotomeétre
Est mesurée en milliards de spermatozoides par millilitre a I'aide d'un
spectrophotometre étalonné. Cet appareil mesure la densité optique du sperme dilué (40 pl de
sperme dans 960 pl de sérum physiologique, il est réglé sur une longueur d onde de550
nm(Rigal 2008).

Notion de spectrophotométrie

La spectrophotométrie est une méthode anaytique quantitative et qualitative qui
consiste a mesurer |'absorbance ou la densité optique d'une substance chimique donnée,
généralement en solution. Plus I'échantillon est concentré, plus il absorbe la lumiére dans les

limites de proportionnalité énonceées par laloi de Beer-Lambert.

% Loi deBeer-Lambert
L’ expérience montre que pour une solution peu concentrée en substance absorbante,
I’absorbance A()) est proportionnelle a la longueur de la cuve £ et a la concentration ¢ de la

substance absorbante, ce que traduitLaloi de BeerLambert : A(4) = €(4).4.c

Principe de la spectrophotométrie

Un spectrophotomeétre mesure |'absorbance d'une solution & une longueur d’onde
donnée. Dans la pratique, I'appareil réalise une mesure de I'intensité de la lumiere aprés son
passage au travers d'une cuve contenant la solution a étudier. L'intensité de la lumiére
monochromatique émise (Ig) est connue. A partir de la mesure de l'intensité de la lumiére

transmise (1), I'appareil donne |'absorbance (A) selon laformule suivante :A = log(10/1).
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2.2.4. Analyse dela vitalité

4.1. Par le test a éosine-nigrosine

L’ évaluation de la vitalité repose sur le principe de la perméabilité de la membrane du
spermatozoide mort. La téte du spermatozoide mort devient rose ou rouge quand on la couleur
a |I’éosine-nigrosine, tandis que le spermatozoide vivant ne prend pas le colorant et reste
blanc(encolleur). La moyenne des résultats obtenue avec les deux échantillons est exprimée
en pourcentage de spermatozoides vivants dans le rapport.

4.2. Par Letest hypo-osmotique

Le test hypo-osmotique (figure8) ou HOST permet d évaluer I’intégrité membranaire
des cellules. En effet, les cellules présentant une membrane plasmique intacte ont la capacité
de se déformer et d’'évacuer I'eau. Lorsque la cellule est exposée a des conditions hypo-
osmotiques, I'eau va pénétrer dans le milieu intracellulaire jusqu'a ce que I’équilibre
osmotique soit atteint de part et d' autre de la membrane. La cellule va donc gonfler. Ce
phénomene est particuliérement visible au niveau des spermatozoides qui vont montrer une
incurvation de leur flagelle ou un gonflement de celui-ci selon (Pena Martinez 2004)cité
par(Marc 2015).

Figure 8:Modifications morphologiques des spermatozoides soumis au test hypo-
osmotique [d’aprés: Jeyendran et al. (1984) cités par (Marc 2015)].
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. Matériel et méthodes
L’ objectif de notre travail et de comparer des méthodes d’ analyse de la concentration (l1a
méthode de référence par hématimétre vs la méthode spectrophotométriques), de la mobilité

(laméthode automatique par anayseur informatique CASA vs spectrophotomeétrie) .

Les ‘expérimentations ont été réalisees dans la période allant du 10au30 Avril 2017, sur
le sperme épididymaire collecté a partir de 12testicules de bovins ,obtenus de I’ Abattoir
communal de Bejaiajuste aprés |’ abattage.

Les testicules ont été transportés a température ambiante au laboratoire de biologie
animale de I'université A. MIRA de Beaia. La collecte du sperme épididymaire a été
effectuée juste apres I'arrivée ou laboratoire (environ 30 min apres la récupération des
testicules).

I1.1. La collecte du sperme épididymaire

I. 1.1.Matériel
Pour collecter le sperme épididymaire des 12 testicules bovins nous avons utilisé le

matériel suivant :

— Unelame derasoir.

— Une seringue.

— Un épendorff.

— Del’eau physiologique.
— Du papier auminium.
— Du papier absorbant.

— Et desgantsen latex.

I. 1.2. Méthode de collecte

Pour la collecte du sperme épididymaire nous avons suivie les étapes suivantes :

— Enlever lagaine externe du testicule (I’ albuginée) al’ aide d’ une lame de rasoir.

— Toujoursal’aide d’'une lame de rasoir, isoler soigneusement I’ éididyme du testicule.

— Mettre en évidence le cana déférent de I’ épididyme en le débarrassant de la tunique qui
I’ enraobe.

— Rincer I’ épididyme et |e canal déférent avec de |’ eau physiologique.
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— Rédliser une sé&rie de ponction sur la queue épididymaire, afin de débarrasser celle-ci du
sang qui peut contaminer la semence lors de la collecte ;

— Rédiser uneincision profonde al’ aide de lalame de rasoir ;

— Placer un épindorff gradué sous!’incision ;

— Introduire une seringue remplie de 1ml de solution physiologique et d’air dans la lumiere
du canal déferent.

— Appuyer délicatement sur le piston de la seringue afin de vider I’ air et I’ eau physiologique
de la seringue et créer une pression qui va conduire a I’ écoulement de la semence dans

I’ épindorff.

Figure9: Testicule d’un taureau Figur e 10: Epididyme isolé aprés dissection

Figure 11 : Sperme épididymaire fraichement collectée
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[.2. L’ analyse du sperme collecté
[.2.1. Analyse dela concentration

[.2.1.1. Matériel
Pour I'analyse de concentration des spermatozoides nous avons utilisé le matériel

suivant :

— L’analyseur informatique: le logiciel Sperme Class Anadyzer (SCA) version 5.4 de
I’ entreprise Microptic (Barcelone, Espagne) installé sur un microordinateur (Acer, équipé
d'un microprocesseur intel pentium dual-core) avec ses accessoires (microscope a
contraste de phase de marque Nikon Eclipse E200, caméra numérigue de marque Basler et
lacellule de makler).

— Le gpectrophotomeétre visible de marque (VIS 7220 G)de biotech Engineering
Management et ses accessoires (Cuves) .

— Des micropipettes de 10, 100 et 1000 pl et leurs accessoires (embouts) ;

— Destubesaessal.

— Lacdlule de comptage (Malassez).

[.2.1.2. Dilution
Prélever 15 pl de sperme frais et I'gjouter a 2 985 pl d'eau distillée (soit un taux de

dilution de 1 :200 volume/volume).

[.2.1.3. La méthode d'analyse
La concentration de sperme des 12 testicules est obtenue par deux méthodes d’ analyse

différentes : laméthode de référence (par hématimétre de Malassez) et par spectrophotométrie

1.2.1.3.1. Analyse de la concentration par hématimetre de Malassez

Pour procéder a cette méthode d’ anal yse nous avons suivi ces étapes :

— Mouiller |égerement les plateaux de |’ hématimetre.

— Poser la lamelle sur les plateaux en appuyant délicatement avec les pouces tout en la
faisant |égérement glisser.

— Déposer une goutte de sperme diluée d’ une facon inclinée avec la micropipette de 10um
sur les bords de lalamelle.

— Lisser I'nématimétre dans un milieu humide pendent 5 minutes, pour la sedimentation des

spermatozoides
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— Poser I'hnématimétre sur la platine du microscope optique et faire la mise au point sur une
piscine.

— Compter le nombre des spermatozoides dans un demi-rectangle (RM) correspondant a 10
petits carrés (EM) (voir annexe).

— Cette derniére opération est répétée 4 fois pour avoir la moyenne de ci 4 dernier(N). Le
nombre N représente la moyenne des nombres de spermatozoides trouvés a chaque
répétition.

— Et pour ne pas compter deux fois la méme cellule qui serait a cheval entre deux carrés
(EM), on compte pour chague carré que les cellules présentes sur le bord supérieur et sur
le bord droit.

— Lecalcul du nombre des spermatozoides par ml se fait par laformule suivante :
NX2X100X200X1000 = spermatozoide /ml

— Le nombre N représente la moyenne des nombres de spermatozoides (comptés dans 10
petits carrés d’ un rectangle subdivise (périmetre de comptage)) trouvés a chacune des 4
répétitions.

— 2 puisgu’ un périmétre de comptage comporte 20 petits carrés.

— 100 puisgue le nombre de rectangles de la cellule de Malassez est de 100

— 200correspond au degré de dilution (I’ inverse du taux de dilution qui est 1/200)

— 1000 puisque le volume de la cellule de Malassez est de 1 mm?® donc, pour avoir le

nombre de spermatozoides /ml, il faut multiplier par 1000.

1.2.1.3.2. Analyse de la concentration par spectrophotométrie

Afin de déterminer la concentration par spectrophotomeétrie, on a utilisé I’ échantillon n°
04 comme solution-meére. La concentration de cette échantillon a été mesurée par la méthode
de référence (par hématimeétre de Malassez) comme €lle a été décrite ci-dessus.

A partir de cette solution-meére, 5 solutions-filles(SF) ont été réalisée set dilués avec
I’eau distillée, avec les taux de dilutions suivants: 1:3.5 (SF1); 0.5:3.5 (SF2); 0.25:35
(SF3) ; 1:35 (SF4) et 0.5 :35 (SF5).

Les concentrations des solutions-filles ont été calculées en utilisant la formule: Cgy X

Vaup = Csr X Ve
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Les absorbances de ses solutionsfilles ainsi que celle de la solution-mére ont éé

mesurées par spectrophotométrie a A = 550 nm.

Une courbe d éaonnage (A= f (C)) a été réalisée a I’aide du logiciel Excel 2016 de
Microsoft et la formule de la courbe de tendance de cette courbe d’ étalonnage a été utilisee
pour calculer les concentrations des échantillons apres avoir mesurer leurs absorbances a

I’ aide du spectrophotométre.

[.2.2. Analyse de la mobilité
Nous avons analysé |la mobilité des spermatozoides des 12 testicules bovins par deux
méthodes différentes : par spectrophotométrie et par analyseur informatique (CASA).

1.2.2.1. Matériel utilisé
— Spectrophotomeétre (décrit précédemment) .
— L’anayseur informatique (CASA) (décrit précédemment)
— Micropipettes de 10, 100 et1000 plet leurs accessoires (embouts) ;
— Papier absorbant ;

— Tubesaessa éiquetés;

[.2.2.2. Les produits utilisés
— Lesperme fraichement collecté.
— Du plasma de vaches gestantes comme diluant biologique du sperme

— Lasolution physiologique (Na Cl 0.9%)

[.2.2.3. Dilution du sperme et du plasma
a. Dilution du sperme

L e sperme a été dilué avec un taux de 1 : 20° (volume/volume) de la maniére suivante :
125 pl de sperme frais ont éé gjoutés dans 2375 pl de solution physiologique pour obtenir
2500 pl de sperme diluée

b. Dilution du plasma

Le plasma a été dilué avec un taux 1 :10° (volume/volume) de la maniére suivante: 100
pl du plasma ont été gjoutés a 900 ul de solution physiologique pour obtenir 1000 pl de

plasmadilué
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c. Coincubation du plasma et du spermedilué

Le plasma et le sperme préalablement dilués ont été coincubés avec un taux de 1:3,5
(volume/volume) de la maniére suivante : 1000 ul de plasma dilué ont été gjoutés dans 2500
ul des spermes diluées pour obtenir un volume total de 3500 pl de sperme coincubé.

Le méme sperme coincubé avec le plasma a éé utilisé pour |’analyse de la mobilité a
I’'aide des deux méthodes a comparer (analyse informatique par CASA e par

spectrophotométrie).

[.2.2.4. Analyse de la mobilité par |’ analyseur CASA

Apres agitation, 10 ul de sperme coincubé ont été placés au centre de la cellule de
Makler et aprés avoir mis la lamelle de couverture, la cellule de Makler a été placée sur la
platine du microscope. Apres avoir fait lamise au point au grandissement 100X, une analyse

de lamobilité aété lancée a TO (juste apres la coincubation).

Les paramétres de la mobilité ont été ainsi enregistrés pour chaque spermatozoide de

chague échantillon. Les parametres enregistrés ont éte les suivants :

VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH et BCF dont |es définitions sont données dans

|e tableau suivant :

Tableau?2 :Les paramétres de la mobilité spermatiques mesurées par le CASA pour chaque

spermatozoide

Paramétre Signification

VCL Véocité curvilinéaire (Lm/s)

VSL Véocitélinéaire (Lm/s)

VAP Véocité moyenne du trajet (um/s)

LIN Linéarité de latrgectoire curviligne(rapport VSL/VCL) (%)

STR Rectitude ou de linéarité de latrajectoire moyenne (VSL / VAP) (%)

wOB Oscillation de la trajectoire réelle par rapport a la trgectoire moyenne. (VAP /
VCL) (%)

ALH Amplitude du déplacement latéral de latéte (um)

BCF Fréquence a laguelle latéte traverse le point milieu de latrgjectoire (hz)
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1.2.2.5. L’ analyse de la mobilité par |e spectrophotométre

Dans cette partie nous avons voulu savoir s la spectrophotométrie (figurel2) est
capable de détecter des variations de la mobilité des spermatozoides. L’ absorbance de chacun
des 12 échantillons coincubés a été ainsi mesurée.

Etant donné que la concentration est la méme dans le temps et que seule la qualité de la

mobilité varie, on devrait voir une variation des valeurs de |’ absorbance en fonction de la
mobilité.

Figure 12 : un spectrophotomeétre visible de marque (VIS 7220 G)de biotech Engineering
Management.
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I1. Résultats et discussion

Dans cette partie nous avons expose I’ ensembl e des résultats obtenus dans notre travail.
Nous commencant d'abord par les résultats relatifs a la comparaison entre les méthodes
d analyse de la concentration des spermatozoides dans 12 échantillons du sperme bovin

ensuite les méthodes comparatives de la mobilité .

II.1. Concentration: comparaison entre la méthode de référence

(hématimetre)et la méthode spectrophotométrique

I1.1.1. Description de la courbe d’étalonnage

La courbe d’ éaonnage obtenue (figure 13) a pour équation:y = 0,866x + 0,21 (X
représentant la concentration en 10® spermatozoides / ml et y représentant |’absorbance
mesurée par spectrophotométrie). Cette équation a été utilisée pour calculer les concentrations
des échantillons a partir de leurs absorbances mesurées par spectrophotométrie en les
multipliant par 0.866 et en additionnant au résultat 0.21 et le résultat est exprimé en 10°

spermatozoides/ ml.

On peut constater d’ apres la courbe d’ étalonnage représentée dans la figure 13, que
I” absorbance augmente proportionnellement a I’ augmentation de la concentration, et que des
variations minimes de concentrations sont détectées par le spectrophotometre par un
changement d’ absorbance, ce qui témoigne de la sensibilité de |’appareil a détecter ces
variations. En effet, || apparait, d’ apres e coefficient de détermination obtenu (R2 = 0,94) et le
coefficient de corrélation correspondant (r = 0,97) que la courbe d éaonnage est
suffisamment précise pour déterminer les concentrations des échantillons par
spectrophotométrie, Ce qui signifie que la méthode spectrophotométrique est suffisamment

fiable pour I’ estimation de la concentration.
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Figurel3: courbe de point représentant I’ évaluation de |’ absorbance en fonction de la
concentration spermatique.

I1.1.2. Validation du spectrophotomeétre pour I'analyse de la concentration

spermatique
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Figure 14:Nuage de points représentant I’ évolution de la concentration spermatique mesurée

par la cellule de Maassez en fonction de la concentration mesurée par spectrophotométrie.
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La courbe d’étaonnage a aidés a effectuer la courbe qui relie la concentration des
spermatozoides par spectrophotometre et les concentrations spermatique par la cellule de

M al assez.

A partir des points tracées nous avons trouvé une courbe liniére dont I’ équation Y =ax+b
(Y =0,136x + 2,237) qui permet de prédire les concentrations (x) & partir des absorbances
(y) , sachant qu'on a supprimé quelque valeurs extrémes(certaines répetitions effectuer sur

chague échantillon).

Il apparait, d’'apres la valeur du coefficient de détermination (R2=0,77) et du coefficient
de corrélation correspondant (r = 0.87) que les valeurs obtenues par les deux méthodes sont
tres corrélée entre elles. Des résultats similaires ont été trouvés par de nombreuses éudes
antérieures ayant compare les deux méthodes chez de nombreuses especes. A titre d’ exemple,
chez les abeilles, (Harbo 1975)a signalé une corrdlation élevée (r=0.995) entre les deux
méthodes. Chez le bovin, dans son étude comparative entre plusieurs méthodes d’ estimation
de la concentration en sperme de 50 §aculats prélevés de 13 taureaux, (Prathalingam et al.

2006) asignalé unr = 0.99 entre les deux méthodes.

A partir de cette courbe, on peut conclure qu'il ya une similarité entre la méthode
spectrophotométrique et la méthode hématimétrique pour I'analyse de la concentration
spermatique ce qui rend la méthode spectrophotomeétriques une methode alternative pour

I" analyse de la concentration spermatique.
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I.1.3.Description du sperme épididymaire analysé en terme de

concentration

Tableau3: Comparaison entre les concentrations moyennes des échantillons et leurs

variations obtenues par la méthode de référence et par spectrophotométrie

échantillon Hématimétrie Spectrophotométrie
Moy E-Type | min | max | Moy E-Type | min max

1 2,61 0,00 | 2,61 | 2,61 2,45 023| 227| 271

2 2,72 0,00 | 2,72 | 2,72 4,92 0,16 | 4,73| 5,02

3 3,13 047 | 2,75 | 3,65 4,60 018 | 445| 4,79

4 3,06 0,36 | 2,78 | 3,47 5,58 00| 548 | 5,68

5 3,22 0,16 | 3,06 | 3,37 5,80 0,14| 565| 5,92

6 2,74 0,22 | 253 | 2,96 2,64 025| 236| 279

7 2,65 0,07 | 258 | 2,71 3,02 007| 294 3,07

8 3,27 0,20 | 3,13 | 3,49 6,53 005| 649| 6,58

9 2,88 0,12 | 2,74 | 2,98 8,78 037| 844 | 917

10 2,89 0,07 | 281 | 294 8,74 0,13| 861 | 887
11 2,77 001| 2,76 | 2,78 10,89 0,03 | 10,87 | 10,92
12 3,26 0,22 | 3,03 | 347 6,15 0,10| 6,05| 6,26
Tota 2,84 0,24 | 2,53 | 3,27 4,39 154| 227 | 6,58

D’une maniere générale, a partir des résultats trouvés dans ce tableau, on constate une
différence entre la méthode hématimétrique et spectrophotométriques, ceci se traduit par une
différence exprimée par leurs moyennes respectives : 2,84 +0.24vs 4,39 + 1.54. Les résultats
obtenus par la méthode spectrophotométrique ont une plus grande variabilité reflétée par la
variance (2,37 vs 0,06) et par les coefficients de variations (CV) (35,08 % vs 8.45 %) plus
élevé. Comparé aux résultats d' études antérieures est elle que celle de Harbo (1975),
Hansen(2002) et de Prathalingam et a.( 2006), les CV signalés pour la méthode
spectrophotométrique ont éé moins importants(13,8 %, 4,1 % et 6,3 % respectivement).
Cependant Prathalingam et a (2006), ont note un CV (7,8%) pour la méthode
hématimétrique a celui qui nous avons trouvé dans la présente étude.
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Globalement, d'aprées ces résultals, on peut constater que la méthode
spectrophotométrique surévalue les concentrations par rapport a la méthode de référence. Ces
remargues peuvent étre appliquées lorsgu’ on compare par échantillon et ce pour la plupart des
échantillons (10 échantillons /12 soit 83,3 %).Paradoxalement, (Prathalingam et al. 2006)
parle de sous-estimation de la concentration par |a méthode hématimeétrique en raison des CV

élevés trouveés pour cette méthode.

En conclusion, la spectrophotométrie a éclairci les concentrations par rapport a la
méthode de référence et les résultats sont plus variables, mais cette méthode a I'avantage
d'accomplir I'évaluation plus facilement et plus rapidement par rapport a la méthode
hématimeétrique et comme en témoigne le coefficient de corréation entre les deux méthodes
trouvé dans notre études (r = 0.87)et dans d' autres éudes similaires, la spectrophotométrie
peut constituer une alternative fiable pour I’ estimation de la concentration en spermatozoides

du sperme épididymaire bovin lorsgue le nombre d’ échantillon est élevé.
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[1.2. mobilité: comparaison entre la méthode de référence (CASA) et la méthode
spectrophotométriques::

La mobilité des échantillons de sperme dilués et coincubées avec le plasma ayant une
concentration d’ environ 50 x 10° spermatozoides /ml a éé mesurée, alafois, avec | analyseur
informatique (CASA)qui a mesuré les différents parameétres pour chagque spermatozoide et qui
les arepartis en plusieurs catégories, et avec la méthode spectrophotométrique a la longueur
d’onde A =550 nm.

Les corrélations entre ses différents parametres et ses différentes catégories de
spermatozoides mesurés par le CASA et les absorbances mesurées par spectrophotométrie
sont résumées dans les tableaux 4 et 5. Les figures 15 et 16, d'un c6té, et les figures 17 et 18,
d un autre, représentent, respectivement, les deux catégories (% totaux de spermatozoides
mobiles et % de spermatozoides rapides) et les deux parametres (VCL et ALH) qui sont les
plus corrélés avec les absorbances a A = 550 nm avec des coefficients de corrélations (r) de

0,84, 0,75 et 0,82 et 0,87 respectivement.

Tableaud : corrélations (r) entre les absorbances obtenues par spectrophotométrie et les
pourcentages des différentes catégories de spermatozoides mesurés par le CASA et la qualité

delarégression linéaire (R?) obtenues pour chagque catégorie.

Catégories r Rz

Statiques 0,84 0,70
Lents - 0,20 0,04
Moyens -0,58 0,34
Rapides 0,75 0,56
Progressifs Moyens - 0,05 0,00
Progressifs Rapides -0,62 0,39
Progressifs total -0,45 0,20
Mobiles total 0,84 0,70
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Tableau5 : corrdations (r) entre les absorbances obtenues par spectrophotométrie et les
différents parametres de la mobilité spermatique mesurés par le CASA et les qualités de la

régression linéaire (R?) obtenues pour chaque paramétre.

Paramétre r R2

VCL 0,82 0,68
VSL 0,73 0,54
VAP 0,77 0,60
ALH 0,87 0,76
BCF 0,44 0,19
LIN -0,45 0,21
STR -0,55 0,30
WOB 0,51 0,26

11.2.1 L e pour centage des sper matozoides mobiles
Lafigure 15 représentant la corrélation entre la catégorie des spermatozoides mobiles et
les absorbances mesurées par spectrophotométrie montre que ces deux parameétres sont reliés

par |’ équation de régression suivante:y = 0,048x — 2,857

2,2
y =0,0485x - 2,8571

21 R2=0,7021 o @99
E 2
c
o
A
O 19 o0
“Cd (59)
< 1,8
2
2
21,7

[6)
16 ~ © ®
1,5
92 93 94 95 96 97 98 99 100

% de spermatozoides mobiles (CASA)

Figurel5 : Corrélation entre le pourcentage des spermatozoides mobiles mesuré par le CASA

et I’absorbance a A = 550 nm mesurée par spectrophotométrie.
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Il apparait que les absorbances sont tres corrél ées positivement avec le pourcentage de

mobilité comme I’illustre |e coefficient de corrélation (r = 0,84).

[1.2.2. Pour centage de sper matozoides rapides
Lafigure 16, quant a elle, représente la corrélation entre la catégorie des spermatozoides
rapides et les absorbances mesurées par spectrophotométrie et montre que ces deux

paramétres sont reliés par |’ équation de régression suivante:y = 0,0107x + 1,1221.

2,2 y=0,0107x +1,1221
R?=0,5592

2,1

1,9

1,8

Absorbance a 550 nm

1,7

1,6

1,5
40 50 60 70 80 90
% de spermatozoides rapides (CASA)

Figurel6 : Corrélation entre le pourcentage des spermatozoides rapides mesuré par le CASA

et I’absorbance a A = 550 nm mesurée par spectrophotométrie.

La également, il apparait que les absorbances sont corrélées positivement avec le
pourcentage de spermatozoides rapides (r = 0,75) qui représente la sous-catégorie de

spermatozoides mobiles la plus corrél ée avec les absorbances (voir tableau 4).

11.2.3. VCL (Vitesse curvilinéaire)
Lafigure 17 illustre laliaison entre la VCL mesurée par CASA et |es absorbances dont

I’ équation de la courbe de régression est lasuivante: y = 0,0097x + 1,0222

32



2,2 y =0,0097x +1,0222
’ R?=0,677

2,1

550 nm

1,9

1,8

1,7

Absorbance A

1,6

1,5
50 60 70 80 90 100 110 120
VCL (um/s)

Figurel7 : Corrélation entre la VCL mesurée par le CASA et I’absorbance a A = 550 nm
mesurée par spectrophotométrie.

Le coefficient de corrdlation de r =0.82 indique une corréation élevée entre la VCL et
les absorbances mesurées par spectrophotométrie ceci signifie que la spectrophotométrie

détecte laVCL plus que les autres parameétres (excepté I’ ALH : voir ci-dessous).

[1.2.4. ALH (amplitude de déplacement latéral de la téte)

Lafigure 18 montre la liaison entre les amplitudes moyennes du déplacement latéral de
la téte mesurée par CASA et les absorbances dont I’ équation de la courbe de régression est la
suivante: y = 0,227x + 0,965.

2,2

y =0,2279x + 0,9653
2,1 R2=0,7615

550 nm
N

1,9
1,8

1,7

Abosrbance a A

1,6

1,5
2,5 3 3,5 4 4,5 5 5,5
ALH (um)

Figure 18 : Corrélation entre la (ALH) mesurée par le CASA et ’absorbance a A = 550 nm
mesurée par spectrophotométrie.
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Le coefficient de corrélation de r =0.87reflete la corrélation élevée entre I’ ALH et les
absorbances mesurées par spectrophotométrie ceci  pourrait  signifier que la

spectrophotométrie détecte plus I’ ALH que les autres paramétres.

Il est connu depuis longtemps que les propriétés (rhéotatiques et optiques
anisotropiques) du sperme peuvent étre exploitées pour estimer la mobilité spermatique
(Wishart & Ross 1985). Evaluer la mobilité par spectrophotométrie a été testé chez de
nombreuses especes notamment chez les volailles (Wishart & Ross 1985) et chez |’homme
(Atherton et al. 1978) et elle a été comparée a la méthode subjective de la mesure de la

mobilité.

Dans notre présent travail, on a comparé la méthode spectrophotométrique avec la

méthode objective de la mobilité spermatique sur le sperme épididymaire bovin.

On a constaté que le % de spermatozoides mobiles mesurée par CASA et assez corrélé
(r = 0.84) al’ absorbance mesurée par spectrophotométrie et que parmi toutes les catégories de
spermatozoides mobiles, c'est le % des spermatozoides rapides qui est le plus corrélé a
I"absorbance. La comparaison entre la méthode spectrophotométrique et la méthode
subjective de I’ évaluation de mobilité a révélé que ¢ est le % de spermatozoides progressifs
qui est le plus corrélé (r = 0.92) al’ absorbance Atherton et al.( 1978). Ceci contraste avec les
résultats de cette présente étude dans laquelle on a constaté une corrélation négative modérée
avec le % de spermatozoides progressifs en genéral (r = -0.45) et une corrélation un peu plus

€élevée mais toujours négative avec le % de spermatozoides progressifs rapides (r = -0.62).

Par ailleurs, parmi tous les parametres mesurés par le CASA, c'est I'ALH et laVCL qui
sont les plus corrélés a |’ absorbance (r respectifs de 0.87 et 0.82), ce qui explique que la
spectrophotométrie détecte plus les spermatozoides rapides, qui ne progressent pas beaucoup
et ceci devient évident lorsgu’ on tient en compte de la relation relativement faible et négative
de I’absorbance avec le pourcentage de linéarité (r = -0.45) et auss avec le % de

spermatozoides progressifs (r = -0.45) abordée précédemment.
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Conclusion

Cette présente éude a eu pour objectif de comparer des méthodes d’analyse de la
concentration et de la mobilité de sperme épididymaire bovin et d optimiser les protocoles

pour leur réalisation pratique |ocalement.

Pour la concentration spermatique, on a compare la méthode hématimétrique qui reste la
méthode de référence la plus courante et la plus commune, en utilisant |’hématimétre de
Malassez, et la méthode spectrophotométrique qui représente une aternative plus rapide et
plus sensible puisgu’ elle est capable de détecter des variations minimes de concentration, en
utilisant une courbe d’étalonnage pour I’ estimation des concentrations. Les deux méthodes
ont donnée des valeurs trés positivement corrélées (r = 0.87). Cependant, on a constaté que
les valeurs obtenues par la méthode spectrophotométrique ont une plus grande variabilité (CV
= 35% vs 845 % pour la méthode hématimétrique) et que cette méthode a, quasi
systématiquement (dans 83% des cas), surévalué les concentrations des échantillons. Ceci
pourrait s’ expliquer notamment par le nombre réduit d’ échantillons analysés dans la présente

étude.

Pour la mobilité spermatique, la méthode objective par CASA d évaluation qui
constitue la méthode de référence dans le cas de cette étude a été confrontée a la méthode
spectrophotométrique. On a notamment remarqué une corrélation positive et assez importante
(r = 0.84) entre le pourcentage des spermatozoides mobiles et 1’absorbance a A = 550 nm. On
a égaement constaté que la sous-population des spermatozoides mobiles rapide la plus
corrélée al’ absorbance . Par ailleurs, la comparaison entre les paramétres mesurés par CASA
et | absorbance mesurée par spectrophotométrie arévélé que ¢’ est I’ amplitude de déplacement
latéral de la téte (ALH) et la vitesse curvilinéaire (VCL) qui sont les paramétres les plus

détectés par la spectrophotométrie.

Par conséquent, la spectrophotométrie peut constituer une méthode alternative assez
fiable pour mesurer la concentration des spermatozoides notamment lorsque le nombre
d échantillons est élevé. Par contre, pour la mobilité, la spectrophotométrie ne fournit qu’ un
apercu sur lamobilité globale et sur le pourcentage des spermatozoides rapides notamment les

non progressifs.
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Annexe

Description de I’hématimétre de M alassez

L’hématimétre ou cellule de Malassez, est une lame de verre spéciale comportant 2
rigoles qui délimitent une surface plane. Lorsgu'on place lalamelle, celle-ci est maintenue a une
certaine distance de lalame, ce qui permet de définir un volume calibré entre lame et lamelle : Un
quadrillage (ou deux) est tracé au centre de lalame : il délimite 100 « rectangle» , un quart de ces
rectangles sont eux-mémes subdivisés en 20 carrés pour former des « périmetres de comptage »
.(“Numeération decellulesal ’ aided’ unelame de comptage,” n.d.).

Forme général del’hématimétre de M alassez.

02
005
e

[¥]

I mm

|

Quadrillage de la cellule de Malassez. 11 a une forme rectangulaire (QM). Il est composé de
100 rectangles dont 25, appelés périmétres de comptage (RM) sont subdivisés en 20 petits
carrés (EM).



Description de la cellule de M akler
La cellule de Makler est une cellule de comptage a profondeur contrélée pour |'obtention
d'une monocouche de spermatozoides. Elle est équipée d’ une lamelle quadrillée en 100 carrés de

0,1 mm de coté. La profondeur de la cellule est de 10 pm

e Le comptage des spermatozoides se fait, dans la majorité des cas, sans dilution.
e Le nombre de spermatozoides comptés dans 10 carrés donne la concentration directe en

millions par ml.

L a cellule de comptage makler (source:
http://www.micr optics.com/fr/pr oduits’consommables/mobilite-et-concentr ation/makler/ ;
consultée le 26/05/2017

Description de |’hématimétre de Thoma
Nous appellerons « zone de comptage » ou « quadrillage tota » la zone constituée par

I’ entrecroisement des lignes horizontales et des lignes verticales :

— 16 grands carrés contenant chacun 16 petits carrés

— + 4 groupes de 3 lignes horizontales + 4 groupes de 3 lignes verticales
Lequadrillagetotal

— Volume: 0,1 pul
— Coté: 1 mm

— Hauteur : 0,1 mm



— Coté de chaque petit carré : 0,05 mm
— Volume délimité par 1 petit carré : 0,00025 ul
— Volume délimité par 16 petits carrés : 0,004 ul

Quadrillage dela cellule de Thoma (Source:
www.bioltrop.fr/IM G/doc/Thoma _hematimetre.doc ; consultée le 26/05/2017)




Résumeé:

L’ objectif du présent travail a été de comparer des méthodes d’ analyse de la concentration et
la mobilité de sperme épididymaire bovin et d’ optimiser les protocoles pour leur utilisation au
niveau local. Pour cela 12 testicules de taureaux ont été récupéré de I’ abattoir et le sperme a
été collecté par la méthode rétrograde-flushing. Le sperme collecté a été dilué 1:200 (v/v) avec
I’eau distillée pour la mesure de la concentration a I’aide de |I"’hématimétre de Malassez et par
spectrophotométrie (a A = 550 nm). Pour I’ analyse de la mobilité, le sperme frais a été pré-dilué 1:20
avec de la solution saline puis co-incubé (1 :1,35 v/v) avec du plasma prélevé de vache préal ablement
dilué 1:10 (v/v) pour stimuler la mohilité. Cette derniere a été évaluée par spectrophotométrie et
par analyseur informatique (CASA). Pour |’ analyse de la concentration, la comparaison entre
la méthode hématimétrique qui représente la méthode de référence par excellence et la
méthode spectrophotométrique a révél é que cette derniére représente une alternative (puisgque
les résultats des 2 méthodes sont trés corrélés avec r = 0.87) plus rapide et plus sensible grace
a sa capacité a détecter des variations minimes de concentration. Cependant, les valeurs
obtenues par cette méthodes ont une plus grande variabilité (CV = 35% vs 8.45 %) et cette
méthode a, quasi systématiquement surévalué les concentrations des échantillons. Pour la
mobilité, on a notamment remarqué une corréation positive et assez importante (r = 0.84)
entre le % de spermatozoides mobiles et I’absorbance a A = 550 nm. On a également constaté
gue la sous-population de spermatozoides mobiles la plus corrélée a |’ absorbance a été les
spermatozoides rapides.et on aarévélé que ¢’ est I'amplitude de déplacement latéral de latéte
(ALH) et la vitesse curvilinéaire (VCL) qui sont les paramétres les plus détectés par la
spectrophotométrie. La spectrophotométrie peut constituer une méthode alternative assez
fiable pour mesurer la concentration des spermatozoides notamment lorsque le nombre
d échantillons est élevé mais, pour la mobilité, elle ne fournit qu’un apercu sur la mobilité
globale et sur le % de spermatozoides rapides notamment les non progressifs.

Mot clés: sperme épididymaire bovin, analyse comparative, mobilité, concentration



Summary

The objective of this work was to compare methods of analysis of the concentration and
mobility of bovine epididymal sperm and to optimize the protocols for their use at the local
level. For this, 12 bull testicles were recovered from the slaughterhouse and the sperm was
collected by retrograde-flushing method. The collected sperm was diluted 1: 200 (v/v) with
distiled water to measure the concentration using the Malassez hemocytometer and
spectrophotometrically (at A= 550 nm). For the mobility analysis, the fresh semen was pre-
diluted 1:20 with saline and then co-incubated (1: 1.35 v/v) with previousy diluted cow
plasma (1:10 v/v) to stimulate mobility. This latter was evaluated by spectrophotometry and
by computer analyzer (CASA). For the analysis of the concentration, the comparison between
the hemocytometric method which represents the reference method and the
spectrophotometric method revealed that this latter represents a fast and more sensitive
aternative (since the results of the two methods are very correlated with r = 0.87) because to
its ability to detect small variations in concentration. However, the values obtained by this
method have a greater variability (CV = 35% vs 8.45%) and this method has almost
systematically overestimated the concentrations of the samples. For mobility, a positive and
fairly significant correlation (r = 0.84) between the % of mobile spermatozoa and the
absorbance at A = 550 nm was observed. It was also found that the mobile sperm sub-
population most correlated with the absorbance was the % of fast spermatozoa and it was
found that it is the head's lateral displacement amplitude (ALH) and the curvilinear velocity
VCL) which are the most detected parameters by spectrophotometry. Spectrophotometry can
be a relatively reliable alternative method for measuring the concentration of spermatozoa,
especialy when the number of samples is high, but for mobility it provides only an overview
of the overall mobility and the percentage of fast spermatozoa specially the no progressive

ones.
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