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Résumé

La présente étude consiste en un essai d’optimisation du paramétrage technique du systéme HT-
IVOS 1I dans I’analyse des spz canins. Elle vise 1’ajustement des parameétres de détection
cellulaire et 1’évaluation de leurs effets sur la concentration et la mobilité. Pour ce faire, 20
éjaculats (n=20) ont été collectés a partir de 6 chiens, puis soumis & une évaluation
microscopique de la mobilité, une mesure de la concentration par photometre « SDM1 », une
numération cellulaire par cellule de Neubauer et une analyse cinétique et morphométriques par
HT-1VOS I1l. Chague analyse IVOS est enregistrée, puis la vidéo ré-analysée en changeant 2
parametres de détection cellulaire, la brillance « HBM » et la taille « AREA » minimale de la
téte du spz. Sept valeur de HBM « 100-200 » et 8 valeurs de AREA « 2-16um? » ont été
évaluées. Le facteur AREA a été croisé par 3 valeurs du facteur HBM (témoin et 2 valeurs
optimales) donnant ainsi un factoriel 8x3. Au total 27 settings ont été utilisés et 560 analyses
IVOS réalisées. Les données brutes ont été analysées statistiquement « IBM, SPSS »
comparativement a la technique de référence « Neubauer » et les résultats ont permis de mettre
en évidence un effet trés significatif sur la concentration et la mobilité. Un paramétrage optimal

« HBM : 140 et AREA : 4 um?) de détection cellulaire a été retenu et proposé.

Mots clés : Chien - Spermatozoide — CASA — Paramétrage technique — Concentration —

Analyse cinétique
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Abstract

The present study consists of an optimization test of the technical setting of the HT-1VVOS 1I
system in the analysis of canine spermatozoa. It aims to adjust cell detection parameters and
assess their effects on concentration and mobility. To do this, 20 ejaculates (n=20) were
collected from 6 dogs, then subjected to a microscopic evaluation of motility, a concentration
measurement by "SDM1" photometer, a cell count by Neubauer cell and a kinetic and
morphometric analysis by HT-1VOS I1l. Each IVOS analysis is recorded, and then the video re-
analyzed by changing 2 cell detection parameters, the "HBM™ brightness and the minimum
"AREA" size of the spz head. Seven values of HBM "100-200" and eight values of AREA "2-
16pum?2" were evaluated. The AREA factor was crossed by three values of the HBM factor
(control and 2 optimal values) thus giving an 8x3 factorial. A total of 27 settings were used and
560 IVVOS analyzes performed. The raw data was statistically analyzed "IBM, SPSS" compared
to the reference technique "Neubauer” and the results revealed a very significant effect on
concentration and mobility. An optimal setting “HBM: 140 and AREA: 4 um?) for cell detection
was selected and proposed.

Keywords: Dog - Sperm - CASA - Technical parameters - Concentration - Kinetic analysis



Introduction :

Les biotechnologies li¢es a la semence canine sont d’un intérét indéniable pour la réussite
de la reproduction et des programmes d’élevage recrutant des reproducteurs « géniteurs »
de grande valeur génétique et notamment utilitaire tel que les chiens de travail employés a
des fin d’investigation, de recherche et de lutte contre la criminalité (Belala, 2016).

En Algérie, la SOreté Nationale connait parfaitement la valeur de la ressource canine et
utilise depuis longtemps le chien de recherche comme auxiliaire au policier dans
I’accomplissement de ses missions. Elle travaille également pour le lancement d’un
programme d’¢levage et de reproduction visant a couvrir ses besoins opérationnels en
ressource canine comme alternative a I’importation.

La maitrise des méthodes d’analyse de la semence canine s’avere étre un prérequis a la
réussite de ce programme de reproduction et d’élevage a visée sécuritaire. La mesure de la
concentration des spermatozoides et ’analyse de leur mobilité revétent une importance
capitale dans 1’évaluation de leur pouvoir fertilisant (L.Post ; 2019).

La mobilité est classiquement évaluée de fagon subjective par observation microscopique
conduisant a beaucoup d’imprécision et de variabilité dans les résultats (L.Post ; 2019).
Quant a la concentration, la technique de référence étant la numération cellulaire par
I’hématimétre de Neubauer (OMS, 2021). Cette technique est tres précise quand elle est
réalisée par une personne hautement expérimentée, mais trés chronophage et contraignante
par la fatigue visuelle et la mobilisation du personnel. Elle peut aussi souffrir de subjectivité
par inexpérience du manipulateur (Bioforma 2009).

L’analyseur assist¢ par ordinateur (systtme CASA) est une bonne alternative aux
techniques classiques et subjectives d’évaluation microscopique de la mobilité. Il présente
I’avantage de la rapidité, ’automatisation, la précision et la répétabilité par rapport aux
inconvénients de la technique classique (L.Post ; 2019).

Cependant, si le systétme CASA s’avere étre fiable pour I’analyse de la mobilité par rapport
a I’ceil humain, il n’existe pas encore de consensus sur sa fiabilité dans la mesure de la
concentration. En effet, les valeurs obtenues sont souvent surestimées ou sous-estimées
comparée a la technique de référence (Maes et al. 2010 ; Fdailaine, 2017 ; Tahloult et al.,
2019 ; Shubert et al., 2019).



Les limites du systeme CASA sont attribuables a plusieurs facteurs pré-analytiques tenant
aux erreurs humaines de manipulation et de préparation de la semence, mais aussi a d’autres
facteurs liés aux conditions d’analyse CASA tel que le choix de la chambre d’analyse et sa
profondeur, la température et la concentration d’analyse, la solution de dilution utilisée et
tant d'autres facteurs largement étudiés dans la littérature (Birks et al., 1994 ; Farrell et
al., 1996 ; Iguer-Ouada et Verstegen, 2001, 2005 ; Rijsselaere, 2003, 2005, 2012 ;
Bailley et al., 2007 ; Dorado et al., 2011 ; Vanderhost et al., 2014 ; Siminiki et al.,
2015).

Néanmoins, les facteurs liés au paramétrage technique de 1’analyseur (Setting préétabli du
logiciel d’analyse d’image) n’ont pas été suffisamment explorés depuis les études de
validation du systeme IVOS et CEROS pour 1’analyse des spz canins ayant conduit a la
proposition de setting considéré encore comme paramétrage standard recommandé par le
fabriquant (lgue-Ouada et Verstegen, 2001 ; Rijsselaere et al., 2003, 2005). Tres
récemment, O’meara et ses collaborateur (2021) ont essayé d’ajuster le paramétrage
cinématique et morphométrique de 1’analyseur HT-IVOS II utilisé pour 1’analyse des spz
bovins congelés, et ont étudié 1’effet sur les parameétres générés par ce systeme (O’meara
et al. 2021).

Le paramétrage cinématique n’est autre que la définition des seuils « préétablis » de
vélocités, (VSL, VAP, um/s) et de rectitude (STR%) qui seront utilisés par I’'TVOS comme
criteres de classification des spz en différentes catégories dont essentiellement les statiques,
les mobiles et les progressifs. Dans 1’étude d’O’meara et ses collaborateurs (2021), le
paramétrage cinématique n’a eu aucun effet sur la concentration spermatique, ce qui était
prévisible, méme pour les auteurs.

Notre hypothése est que, contrairement au paramétrage cinématique, les parameétres de
détection cellulaire et notamment la brillance (contraste) et la taille de la téte du spz auront
un impact direct sur la concentration et la mobilité par voie de conséquence. A la limite de
notre connaissance, aucune étude n’a encore porté sur I’optimisation du paramétrage de
détection cellulaire du systeme HT-IVOS II dans 1’analyse des spz canins.

Ainsi, le present travail vise a optimiser le paramétrage de detection cellulaire des spz canins
par le systeme HT-IVVOS |1 et évaluer son effet sur la concentration et la mobilité « MOT%,
PROG% ».



1. L’APPAREIL GENITAL MALE :
1.1.  Les testicules et les voies spermatiques :
1.1.1. Rappels anatomiques (figure n°1) :

L’appareil génital du chien male, formé par I’ensemble des organes permettant 1’élaboration et
le dépbt de la semence dans les voies génitales femelles, peut étre divisé en trois parties (Barone
2001).

e Une partie glandulaire composée des gonades : les testicules

e Une partie tubulaire composée des voies de stockage et de transport des spermatozoides,
Ou Vvoies spermatiques :

- L’¢épididyme

- Les canaux deférents

e Une partie uro-génitale composée de :

- L’urétre

- Glandes annexes : la prostate et les glandes préputiales

- Formations érectiles contenues dans le pénis

Les testicules sont localisés dans le scrotum, enveloppe cutanée, et le pénis est protégé par le
fourreau qui se termine par le prépuce. Ces divers organes sont représentés dans la figurel.

L’appareil génital male assure ainsi plusieurs fonctions : il est responsable de 1’¢élaboration et
du transport de la semence canine, mais également de 1’élimination de 1’urine et de la
sécrétion des hormones sexuelles males.
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0 : Scrotum, 1 : Testicule, 2 : Epididyme, 3 : Gaine vaginale, 4 : Canal déférent, 5 :
Prostate, 6 : Uretre, 7 : Tissu érectile, 8 : Bulbe érectile, 9 : Os pénien, 10 : Gland du
pénis, 11 : Orifice préputial, 12 : Fourreau, 13 : Cavite préputiale, 14 : Vessie, 15 :
Muscle bulbo-caverneux, 16 : Muscle rétracteur du penis, 17 : Muscle releveur du
pénis, 18 : Sangle abdominale, 19 : Anneau inguinal, 20 : Rectum, 21 : Uretére
Figure n°1 : Schéma de I'appareil génital du chien (Mialot et al1984)

1.1.2. La spermatogenese :

La spermatogénése est une étape primordiale dans I’¢laboration de la semence par I’appareil
reproducteur male. Il s’agit d’un processus de différenciation cellulaire ayant lieu au sein des
testicules, dans les tubes séminiferes, aboutissant a la formation de spermatozoides a partir de
cellules souches. Ces cellules étant treés différenciées, plusieurs étapes sont nécessaires a leur
élaboration : la spermatocytogenése ou formation des spermatides, puis la spermiogénése qui

transforme les spermatides en spermatozoides. Schématisé sur la figure 2.
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Figure n°2 : Etapes de la spermatogenése (Senger, 2012).

1.1.3. La Spermacytogenese :

Cette premiére étape a lieu dans 1’épithélium des tubes séminiféres, de facon centripéte (de
I’épithélium vers la lumiéere) (Manandhar et Sutovsky2007). Cet épithélium contient trois types
de cellules : des cellules de Sertoli (ou cellules nourriciere) et deux types de cellules souches
nommés spermatogonies A et B.

Les spermatogonies de type A, a chromatine peu condensée dite « poussiéreuse » (Barone
2001) vont se diviser et rester dans le compartiment basal pour former des cellules de réserve.
Les spermatogonies de type B, a chromatine plus condensée d’aspect « crouteux », issues des
spermatogonies de type A, se divisent également et vont passer dans le compartiment luminal
(toujours en étroit contact avec les cellules de Sertoli). Puis, elles vont subir une mitose et
devenir des spermatocytes | a 2n chromosomes (n=78 chez le chien). Une premiére méiose leur
permet alors de passer au stade de spermatocytes Il a n chromosomes. Enfin, une seconde
méiose permet de former des spermatides qui vont alors passer dans la lumiere du tube

séminifére (Gurtler et al 1975). Ces différentes étapes sont schématisées dans la figure 2.



Spermatide ronde - Spermatide en élongation-- Spermatide en élongation- Spermatozoide
Figure n°3 : Modifications morphologiques des cellules germinales au cours de la
spermiogénése. (FONTBONNE A. (1992).

1.1.4. Régulation de la spermatogenése :

La régulation de la spermatogénese est complexe, sous la dépendance du complexe
hypothalamo-hypophysaire (Cunningham et Klein, 2013) :

- La GnRH (hormone de régulation des gonadotrophines), produite par 1’hypothalamus,
stimule la production de FSH (Hormone Folliculostimulante) et de LH (Hormone
Lutéinisante) en agissant sur I’adénohypophyse. En effet, la GnRH est libérée de fagon

pulsatile, les pulsations rapides agissent sur la libération de LH et les plus lentes sur la FSH.

- La FSH agit directement sur les tubes séminiféres en activant la production de
spermatozoides car elle augmente la production d’ABP (Androgen Binding Protein) par les

cellules de Sertoli.

- L’ABP vas’accumuler et former un complexe avec la testostérone qui permet de maintenir

une concentration élevée de testostérone au sein des tubes séminiféres.

- Les cellules germinales, les spermatogonies, sont sensibles a cette forte concentration de

testosterone et vont entrer en spermatogénese.

- En paralléle, la LH stimule la production de testostérone par les cellules de Leydig.



- La prolactine agit également sur les cellules de Leydig en augmentant le nombre de

récepteurs a LH sur ces cellules et donc, favorise ainsi la stéroidogénése.
Un rétrocontréle négatif existe également :
- La testostérone inhibe la synthese de LH et de FSH au niveau de I’adénohypophyse.

- Les cellules de Sertoli produisent de P’inhibine (hormone androgene) qui agit sur

I’hypothalamus en réduisant la libération de GnRH.
- Dr’autres facteurs non hormonaux participent également a la régulation :
« La nutrition (zinc, cuivre et vitamines) est indispensable a la spermatogénése.

* La température des testicules doit étre inférieure de deux a six degrés par rapport au reste du
corps (Cunningham et Klein, 2013). Ceci est permis par la position pendulaire et extra-
abdominale du scrotum contenant les testicules, mais aussi par la vascularisation testiculaire.
Les muscles dartos et crémaster peuvent, par leur contraction, réduire ou augmenter la surface
d’exposition du scrotum et rapprocher ou ¢éloigner les testicules de I’abdomen. Enfin, la peau
du scrotum étant pauvre en tissu adipeux sous-cutané et en poils, mais riche en glandes
sudoripares et sébacées, elle permet également de réduire la température des testicules
(Cunningham et Klein, 2013).

Tous ces phénoménes hormonaux sont récapitulés dans la figure 4.
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Figure 4 : Régulation de la spermatogénese par les hormones males (Cunningham et Klein,
2013)



1.1.5. La maturation des spermatozoides : A I’issue de la spermatogénese, les spermatozoides
fraichement produits ne sont encore ni fécondants ni mobiles. Pour acquérir ces capacités,

divers procédés ont lieu au sein de 1’épididyme lors de leur transport.
1.1.5.1. La mobilité :

Elle s’acquiere progressivement, tout au long du transport du spermatozoide dans 1’épididyme.
Ainsi, le pourcentage de spermatozoides mobiles augmente de la téte a la queue de I’épididyme.

Cette traversée de 1’épididyme est passive et assurée par les tubules épididymaires.
Deux types de mobilités sont a considérer :

« La mobilité basale, intéressant tous les mouvements du spermatozoide, serait acquise par
I’augmentation d’AMPc¢ (Adénosyne Mono-Phosphate cyclique) intracellulaire et de protéines
kinases dépendantes de I’AMPc, ainsi que d’une diminution de la concentration intracellulaire

en ion calcium et en calmoduline.

 La mobilité fléchante, intéressant les déplacements rectilignes du spermatozoide, qui serait

acquise par augmentation intracellulaire en carnitine (Thibault et Levasseur2001).
1.1.6. Les glandes annexes :
1.1.6.1. La prostate :

La prostate est la seule glande accessoire sexuelle du chien. Elle se localise entre la symphyse
pelvienne et le rectum (Piérard, 1972). C’est un organe impair, bilobé et entourant la partie
initiale de 1’'urétre pres du col de la vessie. Sa teinte est grisatre a jaunatre et sa consistance
ferme. Elle présente par ailleurs une symétrie axiale avec deux lobes droit et gauche séparés par
un sillon médian net (Barone 2001). Chez un chien de taille moyenne, elle fait environ deux a
trois centimetres de diamétre et pése six a huit grammes. Elle est irriguée par deux artéres
prostatiques issues des arteres honteuses internes et aussi par les artéres du bulbe du pénis (dans
une moindre mesure). La figure 6 montre cette vascularisation. Les veines sont satellites des

arteres. L’innervation de la prostate est assurée par le plexus pelvien (Piérard, 1972).



1. Aorte, 2. Artére iliaque interne (branche viscérale), 3. Artére iliaque interne (branche
pariétale),

4. Artere honteuse interne, 5. Artére prostatique, 6. Artere vésicale, 7. Artere uro-génitale

Figure 5 : Schéma de I'irrigation de la prostate du chien (Mialot et al., 1984).

1.1.6.2. Les glandes préputiales :

11 s’agit de glandes sébacées (également appelées glande de Tyson) localisées a la base du
gland. Elles produisent des sécrétions lubrifiantes pour le gland et des phéromones

odoriférantes.
1.2. Physiologie de ’accouplement :

Nous venons de voir comment étaient élaborés les spermatozoides, gamétes males du chien,
dans I’appareil génital. Nous allons maintenant étudier quelques ¢léments de la physiologie de

I’accouplement chez le chien permettant le rapprochement des gametes male et femelle.
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e L’érection :

L’érection est un phénomene réflexe initi€ par des stimuli sexuels appliqués sur la région
génitale (et donc intégrée par la moelle osseuse) ou sur le systeme nerveux central (odeur, vue
du partenaire sexuel) qui active le systeme nerveux parasympathique sacré. Celui-ci libére du
monoxyde d’azote (NO) qui permet une relaxation des artéres du pénis responsable d’une
augmentation du débit sanguin. De plus, il agit sur les cellules musculaires du corps caverneux
du pénis qui se relachent, permettant a ce dernier de se tuméfier. Ces deux phénomenes

participent a la compression des veines péniennes et réduisent donc le drainage sanguin.

Les muscles du pénis entrent également en jeu : leurs contractions, activées par le systeme
nerveux parasympathique, propulse le sang vers la partie distale du pénis et contribuent a la

rigidité pénienne nécessaire a I’intromission (Thibault et Levasseur, 2001).

La testostérone agit également sur 1’érection en augmentant la vasodilatation pénienne et en
augmentant la réponse du systéme nerveux central aux stimulations sexuelles (Noakes et al,
2009).

e L’intromission :

Le chien monte dorsalement et caudalement sur la femelle réceptive et immobile, il enserre son
corps avec ses membres antérieurs et pénetre le vagin (préalablement positionné et lubrifié de
facon optimale par la femelle) avec son pénis en érection (Ruckebusch et al, 1991). Le chien
effectue des mouvements de poussée vigoureux de D’arriere train. Quand I’intromission est
réalisée, le bulbe du gland gonfle énormément permettant ainsi un rapport tres étroit entre le
pénis et le vagin de la chienne. Apres environ 80 secondes de coit, le chien commence a éjaculer
(Noakes et al, 2009).

e L’ejaculation :

Il s’agit d’un réflexe initié par des nerfs sensitifs du gland du pénis recevant des stimuli tactiles
et de pression (Noakes et al, 2009). La queue de 1’épididyme et le canal déférent se contractent
de fagon séquentielle pour propulser les spermatozoides dans 1’urétre proximal. La stimulation
nerveuse sympathique permet la fermeture du col vésical et aussi la contraction de la prostate
(Vaissaire et al, 1977).
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La contraction rythmique des muscles périnéaux combinée a celle des muscles de 1’urétre et du
tractus génital permet 1’expulsion violente et saccadée de la semence (Thibault et Levasseur,
2001).

e La recation postcoitale :

Le chien descend de la chienne mais son pénis reste bloqué a I’intérieur du vagin a cause de la
tuméfaction des bulbes du gland. Le pénis fait donc un angle de 180° par rapport a sa position
initiale, comme nous pouvons le voir sur la figure 14, ce qui comprime les veines drainant le
pénis et est a ’origine d’une détuméfaction retardée du pénis. Ce retard permet au pénis de
libérer dans le vagin du liquide prostatique, flushant vers 1’utérus les spermatozoides

(Ruckebusch et al, 1991 ; Noakes et al. 2009).
2. La semence canine :

La semence canine est un liquide contenant les gamétes males (les spermatozoides) et
les secrétions provenant des glandes sexuelles accessoires. Ces deux éléments se mélangent

lors de 1’éjaculation. (Barone 2001).
La semence canine est éjaculée en trois fractions distinctes :

> Lapremiére est la fraction pré-spermatique ou urétrale.
> La deuxiéme est la fraction spermatique ou épididymaire.

> Latroisiéeme est la fraction prostatique. (Johnston et al 2001, Fontbonne et al 2007)

2.1. Caractéristiques générales de la semence canine.

L’¢jaculat du chien est un liquide blanchéatre. Le volume de 1’¢jaculat dépend de la race et de
I’individu ; sa concentration en SPZ et de 60 millions de SPZ par ml en moyenne (de 20 a
110) (Vernon et al 2014). L’¢éjaculat du chien est composé de trois fractions présentant des
caractéristiques différentes tant au niveau de leur origine que de leur composition et de leur

volume (figure n°7 et tableau n°1).
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Phase pré-spermatique Phase spermatique

Phase post-spermatique

Figure n°6 : Les trois phases de 1’¢jaculat du chien. (FONTBONNE A, DUMONT C.1992).

Tableau n°1 : Description des trois phases de 1’¢jaculat du chien (FONTBONNE
A., DUMONT C. 1992).

Origine Aspect Volume PH Composition
-Moins de 3 millions de
Phase bré Spermatozoides.
. ermat? o | Prostatique |  Blanchat 0242 6.2 - auide orostat
Y q re mL 6. - liquide prostatique
5
-Tres riche en
spermatozoides.
Phase | poidigyma | FlUSO 05435 | 63- .
spermatique . moins - Sécrétion
ire . mL 6. . .
laiteuse 5 Epididymaire.
-Trés rares
X spermatozoides.
Phase post- . . 4a30mL P
: Prostatique Clair 6.5 - -
spermatique et plus 70 -Liquide
' prostatique.

13




2.2. Composition de la semence canine :

2.2.1. Le liquide séminal :

*Définition :

Le plasma seminal est le constituant le plus volumineux du sperme. Son nom est impropre

étant donné que le chien ne possede pas de vesicule séminale. Par extrapolation avec les autres

espéces, on utilise ce terme pour désigner le liquide dans lequel les spermatozoides du chien

sont en suspension. Le liquide séminal est produit en grande partie par les sécrétions

prostatiques (75%) et épididymaires (25%). Il sert de milieu tampon et de soutien nutritif pour

les spermatozoides jusqu’a leur dépot dans les voies génitales femelles.

*Composition :

Le liquide séminal contient :

>

Des glucides : ils correspondent au substrat énergétique nécessaire aux spermatozoides.
Parmi eux, on retrouve du fructose (présent en faible quantité chez le chien en raison de

I’absence de vésicule séminale), du glucose, du sorbitol et de 1’inositol.

Des lipides : ils sont principalement synthétisés par la prostate. Ils forment des corps

amylacés.

Des protéines et acides aminés : ils proviennent du plasma sanguin (albumine, globulines,
transferrine, glycoprotéines et immunoglobulines) ou sont synthétisés par la prostate
(certaines immunoglobulines). L’albumine et les globulines ont un role de maintien de
I’équilibre osmotique qui est tres important pour la survie des spermatozoides. On retrouve
de nombreuses enzymes comme la phosphatase alcaline. On retrouve aussi 1’acide citrique,
synthétisé par la prostate, qui maintient la pression osmotique en association avec le

potassium.

Des ions et des électrolytes : ils permettent de maintenir 1’iso-tonicité du liquide. Le
calcium est nécessaire au bon fonctionnement des spermatozoides. Le potassium et le
magnésium favorisent la viabilité du sperme. Le zinc aurait un role bactériostatique, il est

sécrété par la prostate. On retrouve aussi du fer, du sodium, du chlorure et des phosphates.
Des vitamines

Des hormones : stéroides (exemple : testostérone) ou protéiques (exemple : prolactine).
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*Roles :

Le réle majeur de ce liquide est ’apport de substrats énergétiques aux spermatozoides. En
effet, les spermatozoides n’ont pas d’apport énergétique dans 1’épididyme. La dilution des
gameétes dans le plasma séminal permet aussi un meilleur transfert des spermatozoides dans les
voies génitales femelles. Le liquide séminal remplit aussi une fonction bactériostatique

permettant de protéger les gametes contre la flore génitale de la femelle.

Toutefois, I’importance du plasma séminal est discutable : en effet, il n’y a pas de différence
entre les taux de fécondation obtenus avec des spermatozoides prélevés dans la queue de
I’épididyme ou avec des spermatozoides €jaculés. De surcroit, certaines protéines du liquide
séminal tapissent le spermatozoide et permettent de prévenir une capacitation trop précoce du
gamete. Ces protéines doivent donc étre éliminées avant d’atteindre 1’ovocyte car elles bloquent
le pouvoir fécondant du spermatozoide. (Fontbonne et al 2007),( Zeleznik et Knobil 2015),
(Schatten et al 2007).

2.2.2. Le spermatozoide :
*Définition :

Le gaméte male appelé spermatozoide est une cellule reproductrice hautement différenciée et
spécialisée dans la fécondation. Le spermatozoide est haploide (1 chromosome a 1 chromatide
pour chaque paire de chromosomes). Sa taille est d’environ 50-70 um et il a une forme de petite
poire de face et d’une flamme de bougie de profil. Le spermatozoide est constitué de 3 parties

(Figure 7), recouvert par la membrane plasmique en totalité :
-La téte.
-Le cou (ou col).

-Le flagelle, lui-méme constitué de 3 parties : piece intermédiaire, piece principale et piece

terminale.
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Figure 7 : Schéma d'une coupe longitudinale d'un spermatozoide ; trois niveaux du flagelle sont
représentés en coupe transversale (Thibault et Levasseur, 2001)
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2.2.3. Description du spermatozoide :
*La téte :

La téte du spermatozoide est la région la plus antérieure du spermatozoide. Elle contient trois
organites principaux : le noyau, la théque périnucléaire et 1’acrosome. Cette portion du
spermatozoide est piriforme, aplatie dans 1’axe antéro-postérieur. Elle mesure entre 4 et 5 um.
Ses principales fonctions sont la pénétration dans I’ovocyte, I’apport d’un génome haploide
contenu dans le noyau et I’initiation du développement embryonnaire. (Zeleznik AJ, Knobil
2015)( Fontbonne et al 2007)( Schatten H et al 2007). Le noyau haploide posséde une
chromatine tres condensée, ce qui permet de protéger le génome du spermatozoide lors de son
long transit, d’abord dans le tractus génital masculin puis dans le tractus génital féminin. La
téte renferme également 1’acrosome : il s’agit d’une grande vésicule dérivant de 1’appareil de
Golgi contenant de nombreux enzymes et constitue une sorte de coiffe au niveau de la partie
antérieure du noyau spermatique. Cet acrosome a un role fondamental lors de la fécondation
par la libération de son contenu enzymatique permettant la lyse de la zone pellucide de I’ovocyte
et I’apparition ou la modification de récepteurs et protéines jouant un réle dans la fixation et la

fusion avec I’ovocyte : ce phénomeéne s’appelle la réaction acrosomique.
*Le flagelle :

Le flagelle est constitué de fibres et de microtubules, c’est I’élément moteur du spermatozoide
puisqu’il lui permet d’avoir une mobilité indispensable pour sa rencontre avec I’ovocyte. Il est
constitué de 3 parties : piéce intermédiaire (4-5 um), piece principale (45-50 um) et piéce
terminale (1-2 um). La structure du flagelle est organisée autour de 1’axonéme avec la présence

de structures péri-axonémales (sauf au niveau de la piéce terminale).

L’axoneme est formé au centre des colonnes segmentées a partir du centriole distal. Il s’agit
d’une structure constituée de microtubules organisés avec 9 doublets de microtubules
périphériques (microtubules A et B) relies entre eux par des ponts de néxine et 1 doublet central
entouré d’une gaine, relié par des fibres radiaires aux doublets périphériques. Les microtubules
A sont dits « complets » et sont composes de 13 sous unités tubuline alors que les microtubules
sont dits « incomplets » et sont composés de 9 sous unites tubuline. Des bras internes et externes
de dynéine sont associés au microtubule A et peuvent lier un microtubule A au microtubule B

du doublet voisin : il s’agit d’ATPase et ont donc un role moteur.
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Les différentes structures peri-axonémales sont :

Manchon mitochondrial ou gaine de mitochondries : la piéce intermeédiaire contient une

zone riche en mitochondries suite a leur migration lors de la spermiogénése. Ces
mitochondries sont indispensables a la mobilité du spermatozoide car elles apportent I’énergie

nécessaire a la mobilité du flagelle grace a I’hydrolyse de I’ATP.

Fibres denses : elles prolongent les colonnes segmentées et correspondent a des
densifications protéiques en regard des doublets périphériques. Elles sont présentes dans la

piéce intermédiaire et la piece principale.

Gaine fibreuse : elle n’est présente que dans la piéce principale.

Colonnes longitudinales : correspondent a un épaississement de la gaine fibreuse se

confondant avec les fibres denses en regard des microtubules 3 et 8 (plan du doublet central).
(Zeleznik AJ, Knobil 2015),( Fontbonne et al 2007),( Schatten H et al 2007).

La piéce terminale du flagelle quant a elle ne contient pas de structures péri-axonémales.
*La membrane cytoplasmique :

La membrane plasmique joue d’importants roles dans la fonction du spermatozoide,
notamment lors de la capacitation, de la réaction acrosomique et dans la fusion avec la zone
pellucide de I’ovocyte. Elle subit d’importants changements pendant la maturation des
spermatozoides. C’est une membrane hautement spécialisée. En effet, la surface du
spermatozoide est organisée en plusieurs domaines composés d’une panoplie unique de

lipides et de protéines en lien avec une fonction précise liée a leur localisation.
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Figure n°8 : Schéma du spermatozoide de mammifere.

2.2.4. Capacitation et fécondation :

La capacitation correspond a la transformation du spermatozoide le rendant apte a reconnaitre

la zone pellucide de I’ovocyte et de s’y fixer. Lors de la capacitation, de nombreuses

modifications de la membrane plasmique ont lieu :

- Une redistribution phospholipidique et protéique permet de découvrir les récepteurs
spermatiques (galactosyltransférase) assurant la fixation a la protéine ZP-3 présente sur la

zone pellucide de I’ovocyte.

- Le cholestérol libre présent a la surface membranaire disparait. Cela augmente la
perméabilité de la cellule et provogue un influx calcique. Il en découle une cellule hyper-

motile capable de traverser le cumulus oophorus et d’atteindre 1’ovocyte.

Apres la capacitation, la fertiline est clivée et redistribuée en région post-acrosomale. Cette

protéine est responsable de la fusion des gametes.
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A la suite de la capacitation a lieu la réaction acrosomique, au court de laquelle a lieu d’autres

modifications membranaires :

- La liaison entre la protéine membranaire reconnaissant la protéine ZP-3 et la zone pellucide

est a I’origine d’un efflux de calcium qui provoque 1I’exocytose du contenu acrosomal.
- La membrane plasmique se fenétre puis fusionne avec la membrane acrosomale externe.

- Dans le méme temps, la libération de hyaluronidases facilite I’accés du spermatozoide dans

la zone pellucide.

- Les protéines membranaires telles que celle reconnaissant la ZP-2 localisées sur la
membrane acrosomiale interne se fixent alors a la zone pellucide, créant ainsi une liaison

supplémentaire entre I’ovocyte et le spermatozoide.

Enfin, lors de la fusion, des protéines possédants deux domaines d’activité (un servant a la
fixation et un présentant une activité protéase) permettent la reconnaissance et la fusion des
membranes plasmiques du spermatozoide et de I’ovocyte. Une de ces protéines est la fertiline,
elle est localisée en région post-acrosomique 1a ou débute la fusion avec I’ovocyte. La fusion
déclenche alors 1I’exocytose des granules corticaux situés sous la membrane plasmique de
I’ceuf. (Thibaut et Levasseur 2001),( (Zeleznik et Knobil 2015)( Fontbonne et al, 2007),(
Schatten et al, 2007).

2.3. Facteurs de variation des caractéristiques de la semence canine :

La qualité de la semence canine est influencée par 1’état général du chien, par son alimentation
et par son poids qui a une incidence directe sur le nombre de spermatozoides totaux et sur le
volume spermatique. L’age du chien a également une influence ; en effet, la qualité de la
semence peut diminuer dés quatre ou cing ans chez certaines races (Fontbonne et Dumont,
1998). De plus, aprés la puberté, la premiere éjaculation contient souvent un nombre important

de spermatozoides anormaux ou morts. (Feldman et Nelson 1996).

La qualité de la semence est également liée a la fréquence des éjaculations. Deux a trois
¢jaculations par semaines n’altérent pas la qualité de la semence. A I’inverse, une abstinence
prolongée va diminuer la qualité de celle-ci. (Feldman et Nelson 1996) ; (FONTBONNE et
DUMONT C.,1992).

Certains auteurs mettent en évidence une influence saisonniére sur le nombre total de

spermatozoides, la concentration en spermatozoides et sur le nombre de formes anormales.
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Ainsi, la concentration est la plus importante a la fin du printemps et au début de 1’été et est la
plus basse a la fin de 1’été et au début de I’automne. De plus, il y a une augmentation des formes

anormales pendant 1’été. (Feldman, Nelson 1996, Johnston et al 2001).

La taille de la prostate a une influence sur le volume de 1’éjaculat qui est proportionnel a la
taille de celle-ci. Cependant, les chiens souffrant d’une hypertrophie bénigne de la prostate ont
un volume spermatique moins important en comparaison avec des chiens sains ayant une

prostate de taille équivalente. (Johnston et al 2001).

2.3.1. Récolte de la semence canine :

2.3.1.1. Objectifs de la récolte de sperme :

Le prélevement de semence chez le chien présente plusieurs indications :

- Le refus de I’accouplement par le male ou la femelle. Il est le plus souvent du au stress, au
mauvais choix de la date fixée par les propriétaires des animaux (chienne en pro- cestrus ou
en meteestrus) ou d’une mauvaise socialisation interspécifique. Parfois, des anomalies
congenitales ou des pathologies génitales peuvent aussi en étre a 1’origine.

- L’¢loignement géographique de deux reproducteurs.

- La protection des animaux reproducteurs contre les affections a transmission vénérienne.

- La conservation du sperme par réfrigération ou congélation.

- Le diagnostic d’une atteinte de I’appareil génital male dans le but de réaliser un

spermogramme. (Dumon C., 2007) (Kutzler M.A., 2005)
2.3.1.2. Méthodes de récolte du sperme :

Les sources de sperme peuvent provenir de 1’épididyme, dans certains cas du testicule mais le

plus souvent d’un éjaculat. (Veyer E 2002) Plusieurs méthodes de récoltes sont disponibles.
a- La récolte par stimulation manuelle :

I1 s’agit de la méthode la plus couramment utilisée. La récolte par stimulation manuelle
débute par un massage vigoureux du pénis, du prépuce jusqu’au bulbe érectile, jusqu’a ce

qu’une érection partielle soit perceptible. Cette étape n’est toutefois pas toujours nécessaire.

Le pénis est rapidement décalotté (retrait du prépuce vers I’arriére) et une pression ferme et
constante est appliquée en arriere du bulbe érectile, entre le pouce et I’index. Il n’est plus
nécessaire a ce stade de masser le pénis d’avant en arriere, ceci pouvant méme conduire a une

perte d’érection. (Linde-Forsberg., 1991).
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Des mouvements saccadés du bassin peuvent étre observées a ce stade, jusqu’a 1’érection

complete.

I1 arrive que le chien souhaite se retourner (moment d’attachement a la chienne en conditions
naturelles) et le pénis est alors tourné a 180° dans le plan horizontal (partie dorsale du pénis
reste dorsale). Le collecteur doit conserver une pression constante au-dessus du bulbe érectile

tout en tirant doucement le pénis caudalement.

L’¢éjaculation qui suit est composée des 3 fractions. La semence riche en sperme est éjaculée en
un temps inférieur & 2 minutes. La récolte de la 3° fraction est nécessaire en cas d’analyse de la
semence. (Linde-Forsberg 1991). Des contenants différents sont utilisés pour récolter chacune
des fractions. Idéalement, cette méthode est pratiquée en présence d’une femelle en cestrus,
mais cela n’est pas nécessaire. Il faut veiller a éliminer tout environnement qui pourrait créer
du stress, de 1’anxiété. Il est également important de noter que la douleur et la peur inhibent le

male et ’empéchent d’atteindre une éjaculation complete. (Linde-Forsberg 1991).

b- Méthodes alternatives de récolte de la semence :

> Par électroéjaculation :

Cette méthode de prélévement de la semence consiste a placer une électrode dans le rectum de
I’animal afin de stimuler le nerf pudendal (ou nerf honteux), situé en regard de la prostate, par

une sollicitation électrique.

Cette technique est rarement utilisée chez le chien, mais reste plus répandue lors de récolte de

sperme de bovins.
» Méthode pharmacologique :

Il existe aussi une méthode pharmacologique qui consiste en I’injection sous-cutanée d’une
molécule a action parasympathomimétique, la pilocarpine. Cette substance est extraite d’une
plante de la famille des Rutacées. L’¢jaculation est observée dans les 30 minutes apres

I’injection.

Cette méthode presente cependant des effets secondaires généraux comme I’hypersécrétion
lacrymale et salivaire, mais aussi sur I’éjaculat en altérant sa quantité et sa qualité. Il s’agit

d’une méthode qui n’est plus utilisée a I’heure actuelle.
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La motilité du sperme obtenue par les méthodes d’électroéjaculation ou par la méthode
pharmacologique est significativement plus faible que lors de la manipulation manuelle.
(Linde-Forsberg., 1991).

2.3.1.3. Matériel nécessaire :
Le matériel nécessaire a la récolte manuelle se compose de :
e Trois tubes stériles (un pour chaque fraction de 1’éjaculat).
e Un cone en caoutchouc dont la taille est adapté a celle du chien.

Les tubes seront montés sur le cdne en caoutchouc (comme on peut le voir sur la figure n°7)

et changés successivement lorsqu’une nouvelle fraction de 1’éjaculat est émise.

CERREC

Figure n°9 a : Matériel de récolte manuelle de la semence canine

Ces instruments doivent étre préalablement conservés dans une étuve chauffée a 37°C, telle que
celle qui est visible sur la photographie 2, pour éviter aux spermatozoides récoltés de subir un

choc thermique et également pour ne pas perturber 1’¢jaculation du chien.
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Figure n® 9 b : Etuve contenant les cones en caoutchouc et les tubes stériles a 37°C.

Le nettoyage des cones doit étre effectué avec soin. Les cones doivent étre abondamment

rincés car les détergents sont pour la plupart spermicides.
2.3.1.4. Environnement de la récolte :

Le stress est un facteur fortement négatif sur la qualité du sperme ; le chien donneur doit

donc étre placé dans une piéce calme et confortable, avec un nombre minimal de personnes.
2.3.1.4.1. Mise en condition du chien :

La présence d’une chienne en chaleur est conseillée car elle augmente 1’excitation du chien et
donc la qualité du sperme récolté. Il est indiqué de placer celle-ci dans une position mimant le
comportement naturel, ¢’est-a-dire de placer la chienne devant le méle, debout en lui levant la
queue pour que sa vulve soit visible par le male. Si la chienne n’est pas coopérative, une
museliere peut étre utilisée. Bien que conseillée, la présence d’une chienne en chaleur n’est pas
toujours nécessaire, notamment pour des males « entrainés ». De plus, il est possible de faire

renifler au méle un coton imbibé de sécrétions vaginales de chienne pour stimuler sa libido.
2.3.4.1.2. Stimulation digitale :

Un assistant assure la contention de la femelle boute-en-train, en maintenant sa queue sur le
c6té. La femelle doit étre muselée s’il y a un risque de morsure. Le male est emmené derriere

la chienne. Tandis que le chien renifle le périnée et la vulve de la femelle, 1’opérateur
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s’agenouille du coté gauche du male (si I’opérateur est droitier). Le pénis du chien est massé
vigoureusement en arriére des bulbes érectiles avec la main droite. La main gauche de
I’opérateur apporte le cone en caoutchouc (sur lequel est fixé le premier tube stérile) au niveau
du prépuce. Lorsque le pénis du chien atteint 50% de son érection, le prépuce est repoussé
derriere les bulbes érectiles avec le vagin artificiel. Une pression circulaire et ferme doit étre
maintenue avec la main gauche. A ce moment, le prépuce est repoussé vers 1’arriére et le pénis
est en erection et extériorisé : la main maintient donc une pression sur le pénis extériorisé. Une
troisieme personne change les tubes stériles pour la récolte des différentes fractions du sperme.
Le chien va présenter des mouvements vigoureux de bassin en avant et en arriere. Le chien peut
essayer de se retourner en soulevant son membre postérieur. Le manipulateur peut alors récliner
le pénis vers I’arriére. L’émission des deux premieres phases se déroule alors. La troisieme
phase est émise : elle est parfois trop abondante, on ne la récupére pas toujours entierement.

Les trois tubes contenant la semence sont immédiatement placés dans un bain marie a 37°C.

Apres la récolte de la derniere phase, le chien peut encore éjaculer des sécrétions prostatiques
quelques temps. 11 faut s’assurer que la rétractation du pénis soit totale avant de mettre le chien
en présence d’autres animaux ou de I’isoler dans un kennel. De méme, il faut éviter
I’introduction de poils entre le pénis et D’orifice préputial qui peut étre douloureuse pour
I’animal lors de la rétractation du pénis. (Johnston et al 2001),( Dumon C 2007)( Kutzler MA
2005),( Fontbonne A et al 2007) ;( Joni L. Freshman 2002).
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Figure n°10 a : début de la récolte. La téte du chien est maintenue par le propriétaire et
orientée vers I’arricre train de la femelle. Massage en arriere des bulbes, retrait du fourreau et
application d’une pression en arriére des bulbes. (FONTBONNE A, DUMONT C. 1992).

Figure n°10 b : soulévement d’un postérieur. (FONTBONNE A., DUMONT C. 1992).
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Deuxieme phase Echange des cones pour récupérer la troisieme phase

Figure n°10 c : orientation caudale du pénis. (FONTBONNE A, DUMONT C. 1992).

Apreés la récolte, le chien est promené plusieurs minutes afin de faciliter le recalottage
du pénis dans le fourreau. Avant le départ du chien, il est important de veérifier que le pénis est
entiérement recouvert par le prépuce et qu’il n’y a pas de poils coincés dans ’orifice préputial

ni d’éversion de la membrane préputiale (FONTBONNE A. (1995).
3. Evaluation de la semence canine :
3.1. Les examens utilisés en routine :

L’examen de la semence doit étre systématique et cela peu importe 1’emploi auquel on la
destine. En effet, il semble évident d’examiner la semence d’un chien ayant des problémes de
fertilité, mais il faut également faire cet examen pour éviter de congeler, réfrigérer ou
inséminer une chienne avec une semence de mauvaise qualité. L’examen doit étre réalisé juste
apres la récolte en placgant le sperme a 37°C pour lui éviter un choc thermique (Blonz O ;
1989).

3.1.1. Examens macroscopiques :

C’est I’étude du sperme au sens strict. Le volume, ’aspect, 1’odeur, le pH, la mobilité des
spermatozoides, le nombre de spermatozoides ainsi que leur vitalité sont analysés.
(FONTBONNE A, DUMONT C. (1992)).

27



3.1.1.1. Le volume :

Les tubes stériles de préléevement peuvent étre gradués, ce qui permet une lecture rapide du
volume d’¢jaculat récolté. Comme nous 1’avons vu précédemment, le volume de 1’¢jaculat est
trés variable en fonction de 1’animal, de son age, son statut physiologique, la saison, la
technique, la fréquence des récoltes etc... La fraction spermatique varie de 0,5 a deux
millilitres ; on peut donc d’emblée constater des anomalies du volume de 1’¢jaculat résumées

dans le tableau 2.

Tableau 2 : Anomalies du volume de I'¢jaculat (Guigardet V., 1997).

Anomalie Description Etiolo
gie
Ejaculation rétrograde causée par :
- Anomalies congénitales (agénésie des

Aspermie Absence de canaux déférents)
sperme - Anomalies acquises (obstruction des
conduits

génitaux, épididymite, urétrite, orchite)
- Ejaculation rétrograde

. Diminution du - Traitement anti-androgénique
Oligosper \ L
mie volume de contre I’hyperplasie bénigne de la prostate
I’éjaculat avec des

progestatifs a effets anti-androgéne

3.1.1.2. L’aspect :

L’opacité visuelle de 1’¢jaculat traduit sa concentration en spermatozoides : plus le sperme est

opaque et plus il est concentré, plus il est transparent et plus il sera pauvre en spermatozoides.

La couleur doit étre blanchatre a jaunatre, comme nous I’avons vu précédemment. Une
modification de couleur indiquera une anomalie du sperme qui peut éventuellement étre
responsable d’une baisse de fertilité. Les modifications de couleur sont rapportées dans le
tableau 3.

28



Tableau 3 : Modification de la couleur de la semence canine (Delay J. 2014).

Couleur, aspect Etiologie
Jaune Présence d’urine (urosperm_ie)
Présence de pus (pyospermie)
Rosée a rouge Hémospermie
Brun Présence d’¢éléments sanguins dégenerés
Bleu Faible concentration en spermatozoides
Opaque Dégénérescence testiculaire

3.1.1.3. L’odeur :

L’odeur du sperme donne peu d’indication. Normalement, il doit étre inodore. La présence
d’une odeur anormale peut évoquer une contamination de 1’¢jaculat par de 1’urine, du pus ou

des bactéries. (Oettle E. 1986).
3.114. LepH:

Le pH physiologique du sperme canin variait de 6,3 a 6,7. Ce parametre est d’autant plus
important a évaluer qu’une alcalinisation de I’¢jaculat entraine une baisse de la mobilité des
spermatozoides et donc une baisse de la fertilité (Johnston et al 2001). De plus, une
modification du pH du sperme peut traduire une inflammation des testicules, de 1’épididyme

ou de la prostate qu’il faudra traiter.
3.1.2. Examens Microscopiques :
3.1.2.1. La mobilité :

Elle doit étre évaluée le plus rapidement possible aprés la récolte et en placant le sperme a
37°C pendant I’examen (une perte de mobilité pourrait étre due a un refroidissement des
spermatozoides). Pour se faire, on utilise un microscope a platine chauffante, comme celui qui

est présenté dans la photographie 3.
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Figure n°11 : Microscope a platine chauffante
Cet examen intéresse deux types de mobilite :

La mobilité massale : on place une goutte de sperme sur une lame maintenue a 37°C
par la platine chauffante du microscope et on observe au grossissement X100 les
mouvements de I’ensemble des spermatozoides. On attribue alors une note de zéro a
cing a I’¢jaculat en fonction des résultats de I’observation notés dans le tableau 4. La
note étant attribuée de fagon subjective, on limite les biais en employant toujours le
méme opérateur pour évaluer cette mobilité. Un sperme est de bonne qualité si sa note

est au moins égale a quatre.

Tableau 4 : Echelle d'appréciation de la mobilité massale de la semence canine, dérivée de
I'échelle de Milovanov (Guigardet V. 1997).

Note Interprétation
0 Pas de mouvements, spermatozoides morts
1 Absences de mouvements d’ensemble mais faible mobilité individuelle des
spermatozoides
2 Ebauche de mouvements d’ensemble circulaires
3 Mouvements d’ensemble : cercles centrés sur eux-mémes
4 Mouvements d’ensemble : vagues rondes en mouvement
5 Mouvements d’ensemble intensifiés avec déplacements fléchant
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b- La mobilité individuelle : elle est également évaluée de facon subjective, et donc de

préférence par le méme opérateur, au microscope au fort grossissement X400. Une goutte de

sperme est placée entre lame et lamelle et peut éventuellement étre diluée (avec du liquide

prostatique, un dilueur adapté comme de I’EasyBuffer®, du lait etc...) si la concentration en

spermatozoides est trop importante et nuit a ’observation. Il s’agit alors de déterminer le

pourcentage de spermatozoides possédant une mobilité fléchante (mouvements rectilignes

rapides). Une semence sera de bonne qualité si sa mobilité individuelle atteint au moins 70%.

3.1.2.2. La concentration :

La concentration représente le nombre de spermatozoides par millimétre cube ou par

millilitre. Elle peut étre déterminée par différentes méthodes :

a-

Méthode automatique : au spectrophotometre : le spectrophotomeétre évalue la densité
optique de I’éjaculat et détermine sa concentration par corrélation. Ce type de machine est
plutdt réservé aux banques de semences.

Méthode de comptage manuel : a I’aide d’une cellule hématimétrique : on commence par
diluer la semence avec du chlorure de sodium a trois pourcents pour tuer les spermatozoides
et les rendre immobiles. On place alors une goutte de sperme dilué dans une cellule de
Thoma ou de Malassez qui va étre lue au microscope. On compte le nombre de
spermatozoides dans cing des carrés de la cellule (qui en a seize au total) puis on applique
la formule suivante pour déterminer a 10% prét la concentration en spermatozoides de
I’éjaculat (Oettle E., 1986); (Dumon C., 2005) :

N =50 000 x V x n x (1/d)

N :

V:

nombre de spermatozoides en millions n : nombre de spermatozoides comptés

volume de la fraction spermatique d : dilution

La concentration moyenne est de 1I’ordre de 400 millions de spermatozoides par millilitre.

La cellule de Neubauer modifiée qui fournit des résultats reproductibles peut aussi étre
utilisée.

L’OMS recommande la cellule de Neubauer modifiée, la cellule de Malassez qui fournit

des résultats reproductibles peut aussi étre utilisée.
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Figure n°12 : (12a) Cellule de Neubauer modifiée et son quadrillage - (12b) Cellule de

Malassez et son quadrillage (Source : Bioforma 2009).

Le principe d’évaluation de la concentration reste le méme pour les deux cellules. Dans un
premier temps, une dilution du sperme a analyser est préalablement réalisée avec une solution
formolée permettant I’immobilisation des spermatozoides pour faciliter leur comptage. Cette
dilution est déterminée en fonction de la concentration estimée lors de 1’évaluation

microscopique initiale.

Deux aliquots sont réalisés dans les mémes conditions selon la dilution adéquate permettant la

réalisation de 2 comptages sur les 2 quadrillages d’une méme cellule de comptage.

A condition que I’ensemble de la chambre indique une répartition relativement homogéne des
spermatozoides, les spermatozoides sont alors comptés en utilisant 1’objectif x40 en contraste
de phase et seuls les spermatozoides entiers sont comptés. Selon la concentration, les
spermatozoides sont comptés sur une surface plus ou moins importante de la chambre de
comptage. Ensuite, la concentration est calculée a partir du compte de spermatozoides, de la
dilution et d’un facteur de conversion dépendant de la surface ou les spermatozoides ont été

comptés.

L’OMS fournit des valeurs acceptables de somme et de différence entre les 2 comptages et si
ces valeurs sont acceptables, la moyenne des 2 comptages permet d’obtenir la concentration de

spermatozoides.
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3.1.2.3. La vitalité :

Pour tester la viabilité des spermatozoides, on utilise la coloration Eosine-Nigrosine, coloration
standard, qui différencie les cellules mortes (prenant une coloration rouge par pénétration
d’éosine a travers la membrane plasmique défectueuse) et les cellules vivantes (non colorées et
restant transparentes puisque n’ayant pas laissé pénétrer 1’éosine). La nigrosine est utilisee
comme colorant de contraste (et souligne le contour des cellules vivantes en vert) (Daub L,

2016). La semence est qualifiée de « bonne » si moins de 30% des spermatozoides sont morts.
3.1.3. Le test hypo-osmotique :
a- Principe :

Le test hypo-osmotique est quant a lui basé sur le fait que la membrane de la cellule intacte est
semi-permeéable. En conséquence, si le spermatozoide est placé en milieu hypo- osmotique, il
se produit un influx d'eau, le spermatozoide "gonfle" et le signe le plus manifeste de son
augmentation de volume est un enroulement assez serré de son flagelle sur une portion plus ou
moins longue de celui-ci. Au contraire, si la cellule est morte, sa morphologie ne se modifie

pas.

b- Méthode : On place les spermatozoides dans une solution hypo-osmotique et on évalue si
leur membrane plasmique est capable d’assurer son role de barriére osmotique. En effet, la
différence de pression osmotique entre les compartiments extra et intra cellulaire va engendrer
un déplacement d’eau vers I’intérieur de la cellule, sous réserve que celle-Ci Soit vivante, pour
assurer I’équilibre osmotique. Cet influx d’eau va induire un gonflement du spermatozoide et
une incurvation du flagelle qui seront visibles au microscope optique. Au contraire, chez les
spermatozoides morts, aucune modification morphologique ne peut étre observée puisque la

membrane 1ésée n’a pas assuré son role (Jeyendran et al 1992).

La figure 13 montre les diverses variations morphologiques que 1’on peut observer suite au test

HOS chez les spermatozoides.
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Spermatozoide n'ayant
pas réagi au test

hypo-osmofique Spermatozoides ayant réagi au test hypo-osmoticque

Figure n°13 : Les modifications morphologiques des spermatozoides soumis au test Hypo-

osmotique. (Jeyendran et al, 1992).
3.1.4. Spermocytogramme (morphologie du spermatozoide) :

La coloration Eosine-Nirgosine permet également d’examiner la morphologie des cellules. On
peut utiliser d’autres colorations comme la Giemsa modifiée, Schorr modifié ou la coloration

Spermac® (constitué des colorants rose de Bengale et rouge neutre).

Les anomalies de morphologie des spermatozoides sont résumées dans le tableau 5.
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Tableau 5 : Classification des anomalies morphologiques des spermatozoides
(Vinciguerra L., 2015).

Anomalies de la Anomalies de Anomalies de la Anomalies de la
téte I’acrosome piéce queue
intermédiaire

- Présence - Acrosome Présence Queue

de deux tétes endomma de gouttelettes enroulée sur

. e cytoplasmiques elle-méme
- Présence g yt p q
, " résiduelles ..

d’une téte trop - AcCroso Queue fléchie

petite me Piece o

Drésence détaché intermédiai Queue brisée
I " re courbe

d’une téte trop Queue double

rosse Piece -

’ intermédiali Queue plice
- Présence e double

d’une téte

détachée Piece
_ Autres intermédiai

. re
anomalies
mal implantée

On peut également classer les anomalies en fonction de leur répercussion sur la fertilité de

I’animal comme le montre la figure 14.

Pour objectiver quantitativement ces anomalies, il est possible de calculer 1’Index

d’ Anomalies Multiples (IAM) correspondant au nombre total d’anomalies divisé par le

nombre total de spermatozoides anormaux.

On qualifie une semence de « bonne » si elle contient plus de 70% de spermatozoides

morphologiquement normaux, moins de 10% d’anomalies morphologiques majeures et

moinsde 20% d’anomalies morphologiques mineures. Si, au contraire, la semence contient

trop de spermatozoides présentant des anomalies morphologiques, on parle de

tératozoospermie.
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A : Anomalies majeures B : Anomalies mineures
1- Gouttelettes cytoplasmiques 1- Gouttelettes cytoplasmiques distales
proximales
2- Tétes piriformes 2- Tétes normales sans queue
3- Queues bouclées ou enroulées en 3- Queues repliées ou enroulées a
chignon, queue enroulée autour de la I’extrémité
téte
4- Déformation de la piéce intermédiaire 4- Tétes étroites, petites ou geantes
5- Mauvais développement 5- Implantation abaxiale
6- Cratere 6- Acrosomes anormaux (plissés,

détachés)

Figure n° 14 : Principales anomalies morphologiques des spermatozoides (Ottle et al,
1987).
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3.1.5. L’analyseur d’images automatise :

L’automatisation de I’analyse des spermatozoides permet de s’affranchir de la subjectivité du
manipulateur et d’analyser un grand nombre de cellules en un temps réduit. Une technique a
donc été développée chez ’homme et a ensuite été adaptée et validée chez le chien (ainsi que
d’autres espéces domestiques) (Iguer-ouada M, Verstegen JP 2001). Cette technique se
nomme CASA (Computer Aid Sperm Analysis) et a été créée il y a une vingtaine d’année par

Doot et Foster.
L’appareillage de cette technique est composé de :

e Un systeme optique interne avec un microscope a lumiére intermittente (permettant de

s’affranchir de I’image floue imposée par les mouvements permanents des spermatozoides).

e Une platine chauffante a 37°C pour maitriser la température et éviter un choc thermique aux

spermatozoides.
e Une caméra et un convertisseur d’image.

e Un ordinateur qui permet d’afficher les images a 1’écran et qui contient surtout le logiciel
IMSI Strict™ (Intracytoplasmic Morphologically Selected Sperm Injection) qui va analyser
les images.

Figure 15: Hamilton-Thorne IVOS II.
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Pour effectuer I’analyse, on place un échantillon de trois microlitres de sperme a 1’aide d’une
micropipette dans une cellule de Leja® qui contient quatre chambres comme celle présentée
dans la photographie 5. Au sein de 1’appareil, la cellule de Leja® est maintenue a 37°C ; il est
donc important de la placer sur une platine chauffante avant son utilisation pour éviter un

choc thermique aux spermatozoides.
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Figure 16: Cellule de Leja® a quatre chambres.

Le logiciel informatique va analyser une succession d’images et reconstituer la trajectoire
propre de chaque spermatozoide en reconnaissant leur téte et en suivant leurs mouvements ainsi
que la morphologie de 1’ensemble de la cellule. Rijsselaere et al recommandent d’effectuer
I’analyse d’une semence concentrée a cinquante millions de spermatozoides par millilitre,
L’analyse de ces images va permettre de donner une grande quantité d’informations objectives

sur la semence et adaptée a chaque appareil (Boryshpolets S et al 2013) :
e La mobilité individuelle des spermatozoides :

- La mobilité progressive des spermatozoides (PROG).

- La mobilité rapide (RAP), la mobilité moyenne (MED).

- La mobilité lente (SLOW).
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Les vitesses de déplacement des spermatozoides :

La vitesse progressive moyenne (VAP, Velocity Average Pathway) exprimée en

micromeétre par seconde (Um/s).

La vitesse linéaire (VSL, Velocity Straight Line) exprimée en um/s (il s’agit de la vitesse
de déplacement du spermatozoide sur une droite fictive reliant la position de sa téte sur la

premiere image analysee et la position de sa téte a la fin de 1’analyse).

La vitesse curvilinéaire (VCL, Velocity Curvilinear Line) exprimée en um/s (c’est la
vitesse de déplacement du spermatozoide en une seconde sans tenir compte de sa

trajectoire).

La figure 17 représente ces trois vitesses.
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Figure 17 : Représentation schématique des trois vitesses étudiées chez les

spermatozoides.
La vivacité des spermatozoides :

L’amplitude des mouvements latéraux de la téte (ALH, Amplitude Lateral Head)

exprimeée en pm.

La frequence des battements de la téte (BCF, Beat Cross Frequency) exprimée en Hertz
(H2).

L’¢élongation des spermatozoides (ELON) exprimée en pourcentage (qui est le rapport

entre la longueur minimale et maximale de la téte a la queue du spermatozoide).
Le comportement des spermatozoides :

La rectitude (STR, Straightness) exprimée en pourcentage c’est le rapport (VSL/VAP)
x100).
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- Lalinéarité (LIN, Linearity) exprimée en pourcentage c’est le rapport (VSL/VCL) x100.

e La concentration de la semence
e Le nombre de cellules comptées

e [’image visible sur I’écran permet d’observer des anomalies potentielles de morphologie.

Remarque : lorsque I’on a recours a I’analyseur d’image, la semence doit étre diluée a 25
millions de spermatozoides par millilitre. En effet, lorsque la semence est trop concentreée, les
spermatozoides vivants peuvent, en se déplacant, venir heurter les spermatozoides morts et les
faire bouger. Ce phénomene contribue a I’augmentation du nombre de résultats faussement

positifs donnés par I’analyseur d’image.
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1. MATERIELS ET METHODES
1.1. Lieux d’expérience :

Notre étude a été realisée au niveau de la Plateforme Biotechnologique en Reproduction des
Carnivores (PBRC) de I'université de Blidal.

FIGURE 18 : Plateforme (PBRC) de I’université de Blidal.

1.2. Matériels :

1.2.1. Matériel Biologique :

Pour réaliser I’ensemble des expériences, nous avons utilisé la semence de 06 chiens Nous
avons prélevé vingt éjaculats a partir de six (06) chiens différents récoltés a 48 h d’intervalle

minimal. Les chiens utilisés pour notre expérimentation sont :(tableau n°8)

Tableau n°6 : identification de chaque animal.

Non de chien Race Age
CHOPPER Berger belge 6
ASCKO Berger belge 9
FIDEL Berger allemand 3
TYRON Berger belge 10
LUCKY Berger allemand 13
FAX Berger allemand 10
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Figure 19 : photos des chiens inclus dans la partie expérimentale.

1.2.2. Matériels :
Pour la réalisation du notre travail (spermogramme et spermocytogramme), le matériel suivant
a éte utilisé :
1.2.2.1. Matériel de récolte de semence canine
v Etuve réglée a 37°C
v Cones de récolte en silicone
v" Gel lubrifiant aspermicide
v Tube en verre pyrex non gradué
v' Tube a fond conique en verre pyrex gradué a 1/10°™ de ml.

v Bain marie réglé a 37°C
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Figure 20 : Etuve, matériel de récolte et bain marie.

1.2.2.2. Matériels d’examen initial de la semence :
v Photométre calibré pour mesure de la concentration de la semence canine de
marqueSDM1 MINITUB

v/ Un microscope optique de marque OPTICA a contraste de phase.

v" Un microscope optique de marque NIKON E100 a contraste de phase et a platine

chauffante

Figure 21 : Photomeétre calibré de marque SDM1 MINITUB
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Figure 22 : microscope optique de marque NIKON E100 & platine chauffante

1.2.2.3. L’analyseur Hamilton-Thorne IVOS 11 :

v 1l s’agit d’un systéme il s’agit d’un analyseur d’image comprenant un éclairage
stroboscopique par illumination de diode pour produire des images nettes et plus
précises, un systeme d’enregistrement pour favoriser le suivi de I’analyse du sperme,
une classification automatisée des mouvements des spermatozoides

v Chambre d’analyse LEJA ® a 4chambres de 20pum.

Figure 23 : L’analyseur Hamilton-Thorne IVOS I
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Figure 24 : Cellule de Leja® a quatre chambres (MARTINOT, 2016).

1.2.2.4. Matériels de comptage :

Les éléments nécessaires pour réaliser un comptage de cellule avec un hémocytometre sont les
suivants : (figure30)

Un échantillon & mesurer (40ul de sperme).

Hémocytometre ou plaque de Neubauer.

Microscope optique.

Micropipette : un instrument de laboratoire qui permet de mesurer un aliquote de liquide
avec précision. Pourvue d’une pointe stérile jetable. Les plus commune sont calibrées pour
une capacité de 20, 200,1000pl.

Un diluant (NaCl & 4%), pour la dilution (1/1006™).

Un vortex.

Figure 25 - Matériel nécessaire pour le comptage des cellules.

45



1.2.2.5. Matériels de dilution et préparation de la semence :
v' Platine chauffante histologique

Agitateur

Des gants stériles

Les pipettes de 1000pl, 100 pl ,50ul ,20ul

Les embouts pour pipettes

Tube de micro centrifugation (Eppendorf)

Portoir pour Eppendorf

DN N N N N RN

Solution de dilution commerciale (EasyBuffer B).

Figure n° 26 : différents matérielles utilisés pour 1’analyse de la semence.
1.3. Méthodes :

1.3.1. Récolte de la semence :

Pour notre expérience, nous avons récolté la semence de chaque animal manuellement, et de
facon fractionnée sur trois tubes (fraction pré-spermatique, spermatique et post-spermatique),
selon la technique décrite dans la premiere partie de notre these. Nous avons réchauffé les tubes
et les cOnes dans une étuve et nous avons maintenus a une température de 37°C.

Les trois fractions sont évaluées, mais seulement la fraction riche en spermatozoides
(deuxiéme) est utilisée.
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Figure n°® 27 : la récolte de sperme chez le chien

Figure n° 28 : Les trois différentes fractions spermatiques recueillies chez le chien

(Pré spermatique, spermatique, post-spermatique)

1.3.2. Evaluation initiale de la semence :

Chaque éjaculat a été évalué immédiatement aprés sa collecte pour juger de sa qualité et la

mobilité massale, individuelle et la mesure de la concentration en spermatozoides.
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1.3.2.1. Mesure de la concentration des spermatozoides :

La concentration des spermatozoides a été évaluée au moyen d’un photometre étalonné pour le
sperme canin (SDM Canine, Minitub, Allemagne). Aprés calibrage de I’appareil, la cellule de
lecture est remplie d’une goutte de sperme pur puis chargée dans I’appareil. Le résultat est redu
en quelques secondes. Cet appareil avait deja fait I’objet d’un étalonnage externe dans notre
laboratoire au regard de la technique conventionnelle recommandée par I’OMS (Cellules de

type amélioré de Neubauer).

Figure n° 29 : Le photometre SDM1, Minitub.

1.3.2.2. Mobilité massale :

Une goutte de sperme frais est déposée sur une lame préchauffée et observée immédiatement
au microscope a platine chauffante (+37°C) avec un faible grossissement(x100). Les
mouvements par vagues, de réunion et de dispersion des spermatozoides sont appréciés et une
note de 0 a 5 est alors attribuée selon I’échelle de MILOVANOV.

Seulement les éjaculats avec une mobilité massale de «3 » et plus sont inclus dans notre étude.
1.3.2.3. Mobilité individuelle :

Une goutte de sperme dilué avec du liquide prostatique est déposée entre lame et lamelle et
observée au grossissement (x400). Le pourcentage des spermatozoides fléchants (ayant des
déplacements rapides en lignes droites) est apprécié subjectivement et une note est donnée entre
0 et5 (0% - 100%).Seuls les éjaculats possédant une mobilité individuelle de 3 (60 — 70%)

a plus sont inclus dans I’étude.
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Figure °30 : Dép6t d'une goutte de semence sur une lame pour évaluation

1.3.2.4. Comptage des cellules :
a- Préparation de I’échantillon
L’échantillon doit étre préparé avec une concentration adéquate pour le comptage la gamme
des concentrations qui permet le comptage d’hémocytomeétre se situe entre 250 000 et 2,5
millions de cellules par 1ml de cellules.
o On utilise un diluant hypertonique (NaCl & 4%) pour realiser une dilution de
(1/100°™),40pl de semence et on ajoute 3960pl de NaCl & 4%.

o On homogénéise pendant 10 Sec avec un vortex.
b- remplissage de la plaque de Neubauer

1- On place la pipette au bord du couvre-objet, a I’extrémité de la plaque de Neubauer

pour laisser 10ul de liquide pénétrer entre la plaque et le couvre-objet par capillarité.

2- On mélange la dilution pour la deuxieme chambre comme ci-dessus, et on retire
immédiatement un deuxieéme 10pl de I’aliquote. Et on Charge la deuxiéme chambre de
I'némocytomeétre en suivant les étapes déja citées.

3- L’hémocytometre est placé horizontalement pendant au moins 15 minutes a
température ambiante dans une chambre humide (par exemple sur du papier filtre saturé
d’eau dans une boite de Pétri couverte) pour éviter le desséchement. Les cellules

immobilisées vont sédimenter sur la grille.
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c- Calcul du nombre total de Spz.

Le nombre de spermatozoides doit étre évalue dans les deux chambres de I'némocytometre. Si
les deux valeurs concordent, les aliquotes prélevées peuvent étre considérees comme
représentatives de 1’échantillon selon le Guide de I’OMS (2010,2021).

- 1l faut compter au moins 200 spermatozoides dans chaque répliquét, afin d'obtenir une

erreur, il faut compter au moins 200 spermatozoides dans chaque répliquat.

Figure 32 : sens de comptage.

- On note le nombre de lignes évaluées pour atteindre 200 SPZ puis reprendre La méme

opération pour l'autre chambre de I’hémocytometre.
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b- Calcul de la concentration

- On calcule la somme et la différence des deux nombres (somme des N).

- Le nombre de spermatozoides compter dans les deux chambres (N) divisé par le volume

Dans lequel ils ont été trouvés, c’est le volume du nombre total de rangées examinées (n)

dans les deux chambres.

- Laformule pour calculer la concentration : N/n * (1/20) x facteur de dilution.

Les résultats ont été reportés sur les fiches d’analyse de chaque chien.

Tableau 7: Différences acceptables entre deux comptes de réplication pour une somme donnée

sur la base de I’intervalle de confiance arrondi a 95%.

2 Diffotance- Su Diffetancar
144-156 24 329-346 36
157-169 25 347-366 37
170-182 26 367-385 38
183-196 27 386-406 39
197-211 28 407-426 40
212-226 29 427-448 41
227-242 30 449-470 42
243-258 31 471-492 43
259-274 32 493-515 44
275-292 33 516-538 45
293-309 34 539-562 46
310-328 35 563-587 47

1.3.2.5. Analyse spermatique par le systeme HT-1VOS II® :

L’analyse informatique de la semence a été effectuée au moyen d’un systeme Hamilton Thorne
IVOS II version 1.4 appartenant au laboratoire d’analyse spermatique de la PBRC/UBI, et une
lame d’analyse Léja® a quatre chambres de 20l d profondeur (Voir figure n° 24).Ce systéeme
se compose d’un microscope a contraste de phase négative et a platine chauffante et d’une

caméra, reliée a un logiciel d’analyse d’image logiciel IMSI-STRICT™ (Intracytoplasmic

Morphologically Selected Sperm Injection) ( \Voir figure n°23).
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Les étapes de préparation de 1’échantillon, de remplissage de la lame et analyse par le systéme
sont comme suit :

1.3.2.5.1. Dilution :

Avant d’étre analysée par le systéme IVOS 11, la semence a été diluée a la concentration de 25
millions de spermatozoides par millilitre au moyen d’une solution tampon commerciale (Easy
Buffer B, IMV-Technologies, Aigles, France), puis mise en incubation a 37°C (étuve
MEMMERT) pendant 10 min.

L’analyse de la semence par HT-IVOS 11 a éteé faite selon le paramétrage technique adapteé a la
semence canine.

Dilution de 1’¢jaculat par une solution tampon du commerce (EasyBuffer B, IMV-
Technologies) jusqu’a une concentration d’analyse comprise entre 20 a 30 millions spz/ml,

selon les recommandations du fabriquant.

Figure 33 : Etapes de dilution de la semence.

Le préchauffage de la lame Léja (platine hitstologique a 37°C)

Préparation du systeme (température de la platine a 37°C ; choix du setup canin, HBM 187
AREA 16).

Mise de la lame en porte lame du systéme.

Remplissage de la lame par 3ul de semence diluée dans une chambre (A, B, C, D) au moyen

d’une micropipette P20 et un embout adapté.
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Figure 34— remplissage de la lame Leja.
1.3.5.2.2. Mesure :

Faire la mise au point.

Saisir toutes les informations : espéce animal, le nom du chien, lignée génétique, numéro

de I’¢jaculat, le volume,

Enregistrement de 1’analyse sous forme d’une vidéo.

1.3.5.2.3. Les parametres cinétiques générés par le systeme HT-IVOS 11 :

v

v
v
v
v

(PROG).La mobilité progressive des spermatozoides

(MED)La mobilité rapide (RAP),

la mobilité moyenne.

(SLOW)La mobilité lente.

VSL (Straight line velocity) : la vitesse en ligne droite (um/s) correspondant a la
trajectoire rectiligne définie a partir de la distance entre la premiere et la derniére
position de la téte.

VCL (Curvilinear velocity) : la vitesse (um/s) calculée selon la trajectoire curvilinéaire
(somme des distances entre les différentes positions de la téte sur chaque image).

VAP (Average path velocity) : la vitesse (um/s) selon la trajectoire moyenne.

ALH (Amplitude of lateral head displacement) : ’amplitude de déplacement latéral de
la téte (um) correspondant a la distance maximale obtenue en calculant pour chaque
point constituant la trajectoire sa distance par rapport a la position moyenne (selon la
trajectoire moyenne).

LIN (linearity) : la linéarité correspond au ratio VSL/VCL en pourcentage et illustre la
direction de la trajectoire

STR (Straightness) : la rectitude de trajectoire correspond au ratio VSL/VAP et

représente la linéarité de la trajectoire moyenne
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Animal specics: University of Blida 1/ ALGERIA

Animal ID: LUCKYJ17THEM120A2MOB
Genelic Line: C.arlm'nre Rl.apruductn'e
Ejaculate number: Biotechnologies Platform
Batch number: ) Quality Control Report
Analysis Date; 472022 231343
Motility
Count Sample Conceniration Percent Of Tolal
M Miml
Total 623 36 7262 100
Stafic 196 11 2285 3150
Progressive 376 22 4383 60.40
Motile 427 25 4378 £8.50
Slow 33 2 385 530
Morph
Count Sample Conceniration Percent Of Tolal
M Miml
Bent Tal 14 1 163 220
Coiled Tail 2 0 023 0.30
DMR 3 0 0.70 1
Distal Droplet 5 0 0.58 0.280
Proximal Droplet R} 2 356 550
Normal Fraction: 90.40 %
Kinematies
VCL Curvilenar velocity {umfs),  170.26 LIN%: 71.17
VAP Average path velociffumis); 12635 WOB%: 75.39
V5L Straightine velocity (umis); 119.14 ALH (um): 519
STR%: 52.80 BCF (Hz) ; 1314

PO BOX 270 Soumaa road 09000 Blida-Algeria. Phoneffax ; +21325.27.24.21 Cell ; +213661721940. Email ; crbp@univ-blida.dz

Figure n° 35 : les paramétres génerés par le systtme CASA IVOS II

54



1.4. Protocole expérimental :

Avant le début de notre expérimentation proprement dite, une étude préliminaire a été effectuee
sur trois ¢jaculats issus de trois chiens (Coco, Loulou et Floki). Son objectif étant d’évaluer
grossi¢rement 1’adéquation du paramétrage de détection cellulaire recommandé par le

fabriquant et son effet sur la capacité du systéme a capturer les spz.

Dans cette étude, 20 éjaculats ont été récoltes a partir de 6 chiens (Voir tableau n°8). Chaque
jaculat a été soumis a un contréle de qualité initial, évaluant la mobilité massale, et individuelle

ainsi que la concentration spermatique par photometre.

Chaque éjaculat remplissant les conditions d’inclusion dans 1’étude est dilué comme décrit
précédemment, pour étre analysé par le systeme HT-IVOS Il et par numération cellulaire

microscopique standard (cellule de Neubauer).

L’analyse informatique (CASA) de I’¢jaculat a été faite selon le paramétrage (Setup)
recommandé par le fabricant (Voir Figure n° 36) et le résultat d’analyse a été enregistré sous
forme de vidéo. Cette derniére a été par la suite ré analysée suivant plusieurs paramétrages
(setup) expérimentaux résultant de la variation de deux parametres de détection cellulaire a
savoir la brillance minimale (HBM, pou Head Brightness Minimum) ainsi que la surface (Area,

pum3) de la téte du spz.

1 (Setp) Camera _
(P v hos v 20taizsg | | ¢ Cett Detection
— Blongation Max (%) 90
4 nalysis Linit Elongation Min (%) 15
Min Metiy Percent 0 Enable Advanced Tail Detectior False
Min ngresswe Percent 0 Head Brightness Min 187
Min Ttal Count 20 Head Size Max () o
sl Head Size Min (um3 16
4 Catrlion Static Tail Fitter False
Objectve 6: Zeiss 10x NH VOS-I 160mm Tail Brightness Min 104
Objective Magnficaton X~ 12 Tail Min Brightness Auto Offset 10
% " Tail Min Brightness Mode Auto - ‘

Figure n° 36 : setting recommandé par le fabriquant
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Dans un but d’optimisation et de standardisation du setup d’analyse informatique par le systéme
HT-1VOS I, ces deux facteurs (HBM et Area) ont été variés comme suit : (HBM : 100, 120,
140, 160, 180, 200 ; Area : 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14). Ce protocole expérimental est représenté

graphiquement par la figure n° 37.

Les 20 vidéos enregistrées des 20 éjaculats étudiés (n=20) ont été ré analysees selon le protocole

ci-dessus, ce qui a permis I’obtention de 560 analyses IVOS I1.

Urntnrnlo avnarimantal

Etude préliminaire
[n=3» éjaculats

Auta-conliguration
[HT-IVOS i)

Changement du paramétrage

Récolte de sperme « Détection cellulaire »
(n=20 » &jaculats

Concentration (SOM1)
Maohbilité microttopigue
(Massale; individuelle)

Concentration Analyse WOS I
MEUBALIER Setting fabriquant

(OMS, 2021) i Video enregetide i ¥ i e A0 MR 120
¥ 3 v 1 ¥ 2
¥

, :ﬁ v 4 v 4 v 4
7 140 v 6 ‘b v B

¥ v B ¥
Vidéo rianalysées v 180 y ::, ¢ 10 / fi,
« Changements du paramétrage » j :ﬂ ¢ 12 F 1| v
7 1 v 14 v 14 T
v 16 ¥ 18 Y 16

Figure n° 37 : protocole expérimental.
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1.5. Saisie des données
Les données brutes des 561 analyses IVOS Il ont été recupérées du systéme puis saisie sur un
fichier Excel comportant un tableau de 10 colonnes (pour 10 paramétres cinétiques et 2 facteurs
de variation étudiée) et 560 lignes représentant le nombre d’analyse effectuées de notre étude.
1.6. Analyse statistique :
L’analyse statistique des données brutes des 20 éjaculats (n=20) et 561 analyses IVOS II a été
effectuée par le logiciel IBM — SPSS version 26, © 2017.
Aprés une analyse descriptive, les tests de comparaison de moyennes suivants ont été
appliques :

-  ANOVA

- GLM

- Corrélation

- Régression
Les résultats ont été présentés sous forme de moyenne £ SEM (Erreur standard de la moyenne),

et le pourcentage de significativité a eté fixée a 5% (p<0,05).
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2. RESULTATS

2.1. Etude préliminaire :

Conduite au moyen de la fonction « auto-configuration » du systéme IVOS |1 sur trois éjaculats :
2.1.1. Evaluation de D’effet des paramétres de détection cellulaire :

Chien COCO
Setup fabricantIMV (HBM=187) Setup modifié

~

NB/ Spz bleu: détecté par I'IlVOS ; spz blanc: non détecté par I'IVOS

Figure n° 38 : Effet de la brillance « MHB » sur la détection des spz canin par le systeme HT-
IVOS II «Par I’outil auto-configuration du systéeme»

2.1.2. Choix des facteurs de détection cellulaire a étudier :

> Camera

4 Cell Detection
Blongation Max (%) 90
Elongation Min (%) 15
Enable Advanced Tail Detectior False
Head Brightness Min 187
Head Size Max (um3 53
Head Size Min (um3 16
Static Tail Fiter False
Tail Brightness Min 104
Tail Min Brightness Auto Offset 10
Tail Min Brightness Mode Auto - First Frame

Figure n° 39 : Le setting de détection cellulaire du systeme HT-IVOS Il recommande par le
fabriquant (IMV Technologies).
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L’¢tude préliminaire a porté sur trois €jaculats issus de trois chiens (Coco, Loulou et Floki).
Elle a été rendue possible grace a la fonction « auto-configuration » du logiciel d’analyse
d’image qui contrdle le systeme d’illumination avant analyse ainsi que les paramétres de
détection cellulaire. Elle permet de recouvrir les spermatozoides détectés par un calque bleu
« overlay » alors que les spz non détectés restent blancs (Voir Figure n° 38). Les différents
paramétres (Voir Figure n° 39) ont été changes et la détection cellulaire correspondante

appréciée sur les photos prises par capture d’écran systématiquement.

Cette ¢tude a permis de mettre en évidence I’effet de deux parameétres qui sont les seuils
« minimum » de brillance (contraste) et de taille (AREA, um2) de la téte du spermatozoide sur

la capacité du logiciel d’analyse d’image a détecter ces cellules.

2.1.2.1. La brillance minimale de la téte du spermatozoide « HBM » :

La brillance minimale de la téte (HBM, pour Head Brightness Minimum) est I’intensité
lumineuse minimale avec laquelle doit briller la téte du spz pour étre détectée par le logiciel

d’analyse d’image. C’est le contraste de la téte du spz par rapport au fond de I’image.

La valeur recommandeé par le fabriquant étant de 187 pour la détection du spz canin et 180 pour
le spz bovin et équin. Récemment, la valeur de 168 a été recommandée pour le spz bovin

congelé par O’meara et ses collaborateurs (O’meara et al., 2021).

2.1.2.2. Lataille (surface um?) minimale de la téte du spermatozoide :

La taille minimale de la téte du spz (AREA) encore appelée aire ou surface et exprimée en um2,
Ce paramétre est calculé comme 1’aire d’une ellipse qui est la forme la plus proche a la téte du
spermatozoide. Elle est égale au produit des deux axes (petit et grand) de I’ellipse multiplié par
3.14 (m). Contrairement a la brillance qui est une notion physique, I’aire « AREA » est une
mesure de distance ou de taille de la téte du spermatozoide. La valeur minimale de la taille
définit le seuil de détection par le logiciel d’analyse d’image. La valeur recommandée par le

fabriquant qui est de 16pum2.
2.2. Etude et optimisation des parametres de détection cellulaire :

Cette section consacrée a 1’étude des parametres de détection cellulaire comporte une étude de
I’effet des deux parameétres sur la concentration d’abord par une analyse de variance ensuite par

une étude de corrélation par régression linéaire.
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2.2.1. Effet des paramétres HBM et AREA sur la concentration :

Cette section est dédiée a 1’¢tude des parametres de détection cellulaire des spz canins par le
systeme HT-IVOS 11 et leurs effets sur la concentration. Elle comporte une étude de I’effet de
différents changements du paramétrage et des corrélations entre la concentration mesurée par

HT-IVOS et celle effectuée par numération cellulaire a I’hématimétre de Neubauer.

2.2.1.1. Effet de variation du parametre « HBM : 100-200 » avec « AREA » fixé a 187 :

350,00

300,00

204.83 P
250,00 0 1,58

200,00

Concentration (10° spz/mL)

150,00 - T
100,00 - 59,18
24,55 19,77 13,76
50,00 - e T :
0'00 = ﬁ * L
S N S A S <
& 8° o il o> &
> %“\ Q;“\ %‘“ Q>® °
& 8 & 8 N

Valeur de brillance du spz (HBM)

= Concentration Neubauer: 286,45 millions

Figure n° 40 : Effet de variation « 100-200 » de la brillance minimale « HBM » sur la
concentration des spz canins analysés par le systtme HT-IVOS Il. Des lettres différentes
signifient une différence significative a p<0.05 (n=20).

L’analyse de variance a mis en évidence une différence treés hautement significative (p<0.000)
entre les groupes et la comparaison multiple en post hoc par le test de Tukey est représentée par
les lettres de signification sur la figure n° 40.
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Figure n° 41 : Effet de 3 valeurs de de la brillance minimale « HBM : 187, 140 et 120 » sur la
concentration des spz canins analysés par le systtme HT-IVOS II. Des lettres différentes
signifient une différence significative a p<0.05 (n=20).

Le paramétrage de brillance minimale de la téte du spermatozoide canin semble avoir
globalement un effet significatif (p=0.000) sur la concentration mesurée par le systeme HT-
IVOS II.

La comparaison multiple effectue par le test de « Tukey » en post Hoc entre les différentes
valeurs de HBM « 100-200 » et la valeur de concentration obtenue par la technique de référence
(Numeération Neubauer), montre cette derniére differe de fagon tres hautement significative
(p=0.000) du systeme IVOS Il paramétré aux valeur ’HBM: 160-180-200 y compris la valeur
recommande par le fabricant (187), hautement significative a la valeur de 140 (p=0.003) mais

ne montre aucune DS aux valeurs: 100-120 avec respectivement p=0.414 ; 0.362.
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2.2.1.2. Effet de variation d’AREA pour 3 valeurs de HBM:

Cette section est consacrée a 1’étude du deuxieme facteur qui est la taille minimale de la téte du
spz « AREA, um?2 » en fixant les valeurs du premier facteur de brillance minimale de la téte
« HBM » a trois valeurs a savoir 187, la valeur témoin (recommandée par le fabriquant) et les

deux valeurs optimales révélées dans I’étude précédente de ce facteur.

v Effet de la variation d’AREA avec la brillance (HBM » fixée a 187 sur la concentration
par PHT-IVOS II.

400

337,2105
350

292,541

300 281,7895 286,495

Concentyration (106 spz/mL)

Figure n° 42 : Effet de variation « 2-16, um?2 » de la taille minimale du spz « AREA » avec la
brillance minimale « HBM » fixée a 187 sur la concentration des spz canin analysés par le
systeme HT-IVOS II. Aucune DS n’a pu étre identifiée p=0.803 (n=20).

62



v’ Effet de la variation d’AREA avec la brillance (AREA » fixée a 140 sur la concentration
par PHT-IVOS II.

400,00

350,00 337,21

292,54 281 79 4,2
300,00 252 78 286,45

269, 38
236,55
250,00
201,58

200,00
150,00
100,00
50,00
0,00

A10 A12 Al4 Al6
Area, pm?

Concentration ( x 10%spz/mL)

= Concentration Neubauer: 286,45 millions

Figure n° 43 : Effet de variation « 2-16, um2 » de la taille minimale du spz « AREA » et HBM
fixé a 120 sur la concentration des spz canin analysés par le systtme HT-IVOS Il. Aucune DS
n’a pu étre identifiée p=0.802 (n=20).
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v’ Effet de la variation d’AREA avec la brillance (AREA » fixée a 140 sur la concentration
par PHT-IVOS II.

400,00

350,00
= 319,25
-
E 300,00 28 ,17 27463 28 ,45
ﬁ' 02,70
x 250,00 246,11
- 224,05
i
X 200,00 185,27
.§ 150,00 135,16
N2
i
T 100,00
/]
1=
G
S 5000

A2 A4 A6 A8 Al0 Al2 Al4 Al6 NB
Area, pm?

Figure n° 44 : Effet de variation « 2-16, um2 » de la taille minimale du spz « AREA » et HBM
fixé a 140uma2 sur la concentration des spz canin analysés par le systeme HT-1VOS Il. Aucune
DS n’a pu étre identifiée p=0.149 (n=20).

La taille minimale de la téte du spermatozoide canin (AREA, um?) ne semble globalement pas
avoir d’effet significatif (p=0.803) sur la concentration mesurée par le systtme HT-IVOS II.

Etant donné que I’ANOVA est non significative, la comparaison multiple en post hoc ne peut
s’effectuer statistiquement entre les différentes valeurs de AREA « 2-16 » et la valeur de
concentration obtenue par la technique de référence (Numération Neubauer). Cependant, il est
aisément observable que les valeurs les plus proches a la technique de référence sont celles de
4 et 6 pm? avec respectivement des concentrations de 292, 54 et 281,79 par rapport a la valeur
de référence de 286,45 millions spz/ml, avec respectivement 6,09 et 4,66 millions d’écarts.
Ainsi, une nouvelle analyse de variance sera refaite sur la variation du parametre AREA mais

en ne prenant que les valeurs d’AREA associées aux catégories d’HBM de 120 et 140.
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2.2.2. Etude de corrélation (Régression linéaire) entre IVOS et la technique de référence :

Cette section comprend 1’étude de corrélation et de régression linéaire entre la concentration
des spz canins analyses par le systtme HT-IVOS Il avec cing différents paramétrage « HBM-
AREA : 187-16, 140-6, 140-4, 120-6 et 120-4 » et la numération a la cellule de Neubauer.

2.2.2.1. Correlation entre la concentration par HT-IVOS Il « HBM187A16 » et par
numération « Neubauer » :

O Observed
200.00 — Linear

R=0,809 °

150.00
R2=0,654

n=20; p<0,000

100.00+ (e]

(Millions spz/mL)

50.007

0.00 T T T T T
0.00 200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00

Concentration en technique manuelle “Neubauer”

Concentration réalisée par “HT-IVOS II” (Millions spz/mL)

Figure n® 45 : Droite de régression linéaire entre la concentration des spz canins analysés par
le systtme HT-IVOS Il « HBM : 187 ; AREA : 16um? » et la numération a la cellule de
Neubauer. p=0.149 (n=20).
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2.2.2.2. Corrélation entre la concentration par HT-IVOS Il « HBM140A6 » et par
numération « Neubauer » :
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Figure n® 46 : Droite de régression linéaire entre la concentration des spz canins analysés par
le systeme HT-IVOS Il « HBM : 140 ; AREA : 6um?2 » et la numération a la cellule de Neubauer.
p=0.149 (n=20).
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2.2.2.3. Corrélation entre la concentration par HT-IVOS Il « HBM140A4 » et par
numération « Neubauer ».
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Figure n° 47 : Droite de régression linéaire entre la concentration des spz canins analyses par
le systeme HT-IVOS Il « HBM : 140 ; AREA : 4um2 » et la numération a la cellule de Neubauer.
p=0.149 (n=20).
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2.2.2.4. Correlation entre la concentration par HT-IVOS Il « HBM120A14 » et par
numération « Neubauer » :
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Figure n® 48 : Droite de régression linéaire entre la concentration des spz canins
analysés par le systeme HT-IVOS Il « HBM : 120 ; AREA : 4um2 » et la numération
a la cellule de Neubauer. p=0.149 (n=20).

68



2.2.2.5. Corrélation entre la concentration par HT-IVOS Il « HBM120A6 » et par
numération « Neubauer » :
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Figure n® 49 : Droite de régression linéaire entre la concentration des spz canins analysés par
le systeme HT-IVOS Il « HBM : 120 ; AREA : 6um?2 » et la numération a la cellule de Neubauer.
p=0.149 (n=20).
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Tableau n° 8 : Concentration spermatique analysée par le systeme HT-IVOS Il avec 5
paramétrages différents « HBM-AREA : 187-16, 140-4, 140-6, 120-4 et 120-6 » et la

numération a la cellule de Neubauer (n=20).

Descriptive Statistics

Mean Std. Deviation N
CONC.HBM187A16 19.7650 39.99382 20
CONC.HBM140A6 274.6265 222.63613 20
CONC.HBM140A4 287.1665 237.23673 20
CONC.HBM120A6 281.7895 241.14032 20
CONC.HBM120A4 292.5410 248.19334 20
CONC.NB 286.4495 198.34548 20

Tableau n° 9 : Corrélation de Pearson croisés entre la concentration des spz canins analysés
par le systtme HT-IVOS Il avec 5 paramétrages différents «t HBM-AREA : 187-16, 140-4, 140-
6, 120-4 et 120-6 » et la numeération a la cellule de Neubauer. (n=20).

Correlations

CONC. CONC. CONC. CONC. CONC.
HBM187A16 HBM140A6 HBM140A4 HBM120A6 HBM120A4 CONC.NB
CONC.HBM187A16  Pearson Correlation 1 763" (77 4 699" /3 7927
Sig. (2-tailed) .000 .000 .001 .000 .000
N 20 20 20 20 20 20
CONC.HBM140A6 Pearson Correlation 763" 1 1.000” 981" .985™ .948”
Sig. (2-tailed) .000 .000 .000 .000 .000
N 20 20 20 20 20 20
CONC.HBM140A4 Pearson Correlation (77 4 1.000”" 1 978" 983" 949
Sig. (2-tailed) .000 .000 .000 .000 .000
N 20 20 20 20 20 20
CONC.HBM120A6 Pearson Correlation 699" 981" 978" 1 .998” 920"
Sig. (2-tailed) .001 .000 .000 .000 .000
N 20 20 20 20 20 20
CONC.HBM120A4 Pearson Correlation 734" 985" 983" .998” 1 929"
Sig. (2-tailed) .000 .000 .000 .000 .000
N 20 20 20 20 20 20
CONC.NB Pearson Correlation 792" 948" 949 920" 929" 1
Sig. (2-tailed) .000 .000 .000 .000 .000
N 20 20 20 20 20 20

** Correlation is significant atthe 0.01 level (2-tailed).
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En résume :

Les deux couples de parametres « HBM140-AREA6 et HBM140-AREA4 » sont les plus
fortement corrélés a la technique de référence avec des corrélations tres hautement significative
(p=0.000) et des coefficients de Pearson respectivement de 0.948 et 0.949.

Les moyennes de concentration obtenues par ces deux paramétrages sont 287,17 et 274,63 pour
des écarts par rapport a la valeur de référence de 0.5 et 11,82 points respectivement.

2.2.3. Comparaison entre HT-1VOS 11 « setting optimisé » et photométre « SDM » pour
la mesure de la concentration par rapport a la technique de référence :
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g
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Techniques de mesure de la concentration

Figure n° 50 : Concentration spermatique analysée par le systeme HT-IVOS Il « avec
paramétrages standard et ajusté ; HBM-AREA : 187-16, 140-4 » le photometre SDM calibré
pour semence canine et la numération a la cellule de Neubauer (n=20).
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Tableau n°10 : Corrélation de Pearson croisés entre la concentration des spz canins analysés
par le systeme HT-1VOS Il avec « 2 paramétrages standard et ajusté ; HBM-AREA : 187-16,
140-4 », le photométre SDM calibré pour semence canine et la numération a la cellule de
Neubauer (n=20).

Corrélations

CONG. CONC.
CONC.SDM  CONCNE ~ HEM1B7A16  HBM140A4

CONG.SDM Corrélation de Pearson 1 966 TE5 9417

Sig. (bilatérale) 000 000 000

N 20 20 20 20

CONG.NBE Corrélation de Pearson ORE 1 7927 g4g”

Sig. (bilatérale) 000 000 000

N 20 20 20 20

CONC.HBM187A16  Corélation de Pearsan TRE 7927 1 i

Sig. (bilatérale) 000 000 000

N 20 20 20 20

CONC.HBM14084  Comrélation de Pearsan a4 g4g” q77 i
Sig. (bilatérale) 000 000 000

N 20 20 20 20

** La corrélation est significative au niveau 0.01 (hilatéral).
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Figure n° 51 : Droite de régression linéaire entre la concentration des spz canins analysés par
le systtme HT-IVOS Il « HBM : 140 ; AREA : 4um? » et le photometre SDM calibré pour
semence canine (n=20).

Cette étude de correlation met ainsi en évidence une forte corrélation entre I’'IVOS II ajusté et
le photométre « SDM » avec un R=0,981 et un R2=0,886.
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2.3. Effet du paramétrage de détection cellulaire sur les parametres cinétiques :

2.3.1. Etude descriptive de I’effet des deux parametres sur les moyennes de motilité (MOT,
%) et progressivité (PROG, %) :

Tableau n°11 : Moyennes des pourcentages de motilité (MOT, %) et de progressivité (PROG,
%) analysés par le systeme HT-IVVOS Il avec plusieurs paramétrages a 3 valeurs de brillance
minimale « HBM : 187, 140, 120 » (HBM, n=160 ; AREA, n=180)

i Minimum — Maximum Mayenne

Erreur
Statistigues  Statistiques  Statistiques  Statistiques standard
MOT HEM AREA16 160 00 41,50 A4 5206 175309
PROG. HEMAREA1G 160 00 85,30 458256 182242
MOT AREA HEM187 180 00 43,30 62,8122 143648
PROG AREA HBM187 180 00 83,60 52,3800 147030
MOT AREAHBM.140 180 46,40 43,30 70,6694 17807
PROGAREAHBM140 180 29,20 8350 61,2256 01658
MOT AREAHBM.120 180 38,30 42 80 68,5317 82406
PROGAREAHBM120 180 2440 84,00 A0 7644 04512
N valide (liste) 160
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2.3.2. Effet de 3 paramétrages de I’IVOS 1II sur les pourcentages de mobilité des spz

canins :
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Figue n° 52 : Effet de 3 paramétrages de I’'TVOS II sur les pourcentages de mobilité totale
(MOT, %) et progressifs (PROG, %) des spz canins.

Cette expérience montre que les pourcentages des spz mobiles « MOT, % » et progressifs
« PROG, % » analysées par HT-IVOS aux valeurs « HBM » 120 et 140 et de « AREA » 4 et
6um?2 concordent avec la mobilité totale et progressive évaluée par technique classique
microscopique « selon les recommandations de I’OMS (2010 & 2021) ».
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3. DISCUSSION

Malgré le gain de temps, la précision et 1’exactitude apporté par le systtme CASA dans
I’analyse spermatique, cet analyseur assisté par ordinateur semble souffrir encore de plusieurs
limites associées aux erreurs humaines de manipulation, de préparation et d’analyse, qui sont
largement explorés dans la littérature (Birks et al., 1994 ; Farrell et al., 1996 ; Iguer-Ouada
et Verstegen, 2001, 2005 ; Rijsselaere, 2003, 2005, 2012 ; Bailley et al., 2007 ; Dorado et
al., 2011 ; Vanderhost et al., 2014). En plus de ces facteurs, il existe d’autres dits analytiques,
comme I’inadéquation du paramétrage « setting » technique du logiciel d’analyse d’image
(Setting préétabli du logiciel d’analyse d’image) qui représente également une source d’erreur,
n’ayant malheureusement pas fait 1’objet de beaucoup d’études dans la littérature (Siminiki et
al., 2015 ; O’meara et al., 2021).

En effet, si le systétme CASA posséde une fiabilité largement acceptée dans I’analyse de la
mobilité, il n’en est pas de méme pour la mesure de la concentration, ou les valeurs obtenues
sont souvent surestimees ou sous-estimées comparée a la numération microscopique considéréee
toujours comme la technique de référence par I’OMS.

Notre hypothese est qu’une optimisation du paramétrage de détection cellulaire est a méme de
corriger les erreurs dans la mesure de la concentration des spz canins par le systeme HT-IVOS
.

Pour ce faire, une étude préliminaire, conduite dans notre laboratoire, au moyen de la fonction
« auto-configuration » du systeme I\VVOS 11 sur trois éjaculats, a permis de mettre en évidence
I’effet de deux paramétres de détection cellulaire a savoir la brillance (contraste) et la taille
(AREA, um?) minimales de la téte du spermatozoide sur la capacité du systeme a détecter ces
cellules.

Pour la brillance minimale de la téte du spermatozoide « HBM », la valeur recommandeée par
le fabriquant étant de 187 pour la détection du spz canin et 180 pour le spz bovin et équin.
Récemment, la valeur de 168 a été recommandée pour le spz bovin congelé par O’meara et ses

collaborateurs (O’meara et al. 2021).

Quant a la taille minimale de la téte du spermatozoide « AREA », encore appelée aire ou
surface, exprimée en um2 ; elle est calculée comme I’aire d’une ellipse qui est la forme la plus
proche a la téte du spermatozoide. Elle est égale au produit des deux axes (petit et grand) de
I’ellipse multiplié par 3.14 (n). Contrairement a la brillance qui est une notion physique, I’aire

« AREA » est une mesure de distance ou de taille de la téte du spermatozoide. La valeur
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minimale de la taille définit le seuil de détection par le logiciel d’analyse d’image. La valeur

recommandée par le fabriquant qui est de 16um2.

Cette etude préliminaire suggere que le parametrage de détection cellulaire recommandé par le
fabriquant (IMV-Technologies) est trés critiquable, car associé visiblement a une mauvaise
détection conduisant surtout a une sous-estimation de la concentration. Ceci souléve I’intérét
d’explorer de plus pres ces deux parametres de détection cellulaire en vue de les optimiser pour

I’analyse des spz canin par le systeme HT-1VOS I1.

Etude et optimisation des parameétres de détection cellulaire

Selon le paramétre de brillance « HBM », et a lui seul, I’optimum serait de 120, car cette valeur
(201,58 x10° spz/mL) est la plus proche de la concentration évaluée par la technique de
référence (286,45 x10° spz/mL). Cependant, vu que cette valeur de brillance est obtenue en
fixant le paramétre taille minimale de la téte du spz « AREA » a la valeur de 16um?
recommandée par le fabriquant, et en admettant hypothétiguement que ces deux facteurs
peuvent avoir une interaction, la valeur optimale de brillance pour une taille de 16pum2 ne serait
peut-étre pas optimale pour une autre valeur de AREA. Il est donc trés utile d’étudier
I’interaction de ces deux facteurs.

Il est a souligner que la valeur recommandée par le fabriquant (187) dans le setting pour les spz
canins est, dans les conditions de notre travail, tout a fait inadaptée, car associée a une valeur
de concentration (19,77 x10° spz/mL) trés éloignée de celle obtenue par la technique de
référence (286,45 x10° spz/mL).

Tres récemment, O’meara et ses collaborateurs (O’meara et al., 2021) ont publi€¢ un travail sur
I’ajustement du setting de I’HT-IVOS 1I dans 1’évaluation de la concentration, mobilité et
morphologie des spz bovins congelés, Bien que leur objectif était I’optimisation du paramétrage
cinématique et non de détection cellulaire, ses auteurs ont ajusté le parametre brillance
minimale de la téte (HBM) a la valeur de 168 en partant de la valeur 180 dans le setting de
départ (O’meara et al., 20212). Notre résultat semble corroborer celui de ces auteurs dans le
sens de remettre en cause 1’adaptation de la valeur de brillance recommand¢ par le fabriquant
dans le setting standard (180 pour bovin ; 187 pour chien). Cependant, nos résultats divergent
de ceux de O’meara et ses collaborateur par rapport a la valeur de 168 recommandée dans leur
étude et qui dans les conditions de notre travail, ne semble pas donner satisfaction.

En effet, pour des raisons de commodité pratique de notre protocole expérimental et sur la base
des résultats préliminaires (non montrées), le facteur HBM a été varié dans un intervalle de

100-200 par palier de 20 point. Donc la valeur la plus proche de 167 étant 160 et elle a permis
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d’obtenir une concentration de 59,55 millions spz/mL qui s’écarte considérablement de la
valeur de référence (286,45 millions/mL).

Enfin, apres étude du premier facteur qui est la brillance minimale de la téte (HBM), ayant
favoris¢é comme optimum la valeur de 120, il serait plus judicieux d’évaluer la variation du
deuxiéme paramétre de détection cellulaire en 1I’occurrence la taille minimale de la téte du spz
canin « AREA ».

La taille minimale de la téte du spermatozoide canin analysée séparément dans la classe HBM
120 et HBM 140 ne donnent statistiguement aucune DS (p=0.802 ; p=0,149 respectivement)
entre les différentes valeurs de AREA « 2-16 » et la valeur de concentration obtenue par la
technique de référence.

Cependant, il est aisément observable que les valeurs les plus proches de la technique de
référence sont celles de 4 et 6 um? avec respectivement des concentrations de 292, 54 et 281,79
pour HBM 120 et 287,17 et 274,63 pour HBM 140 par rapport a la valeur de référence de
286,45 millions spz/ml, avec respectivement 6,09 et 4,66 millions d’écarts pour HBM 120 et
0,5 et 11,83 millions spz d’écarts. Il est donc a retenir que la valeur optimale d’AREA est 4
pm? pour HBM 120 et 6 pm? pour HBM 140.

Par ailleurs, la valeur d’AREA recommandée par le fabricant (16 um?) a permis d’obtenir les
valeurs de concentration les plus éloignées de la valeur de référence a savoir 201,58 et 135,16
millions Spz/ml respectivement pour HBM 120 et HBM 140 avec 84,87 et 151,29 millions
Spz/ml d’écarts respectifs.

Il est a souligner que cette valeur du paramétre taille minimale de la téte (Area) est associée a
une importante sous-estimation de la concentration qui est accentuée par le paramétrage de la
brillance minimale de la téte.

La valeur de 16 pm? comme seuil minimal de la taille de la téte du Spz canin (AREA),
recommandée par le fabricant « IMV-Technologies Setup CANIN IVOS 11 IMV 20180216 voir
annexe Figure n° 36, a permis d’obtenir la concentration la plus éloignée de la valeur de
référence (199,55 vs. 286,45 millions Spz/ml). Ce résultat était prévisible car cette valeur est
trés critiquable pour étre surestimée et ce deux points de vue a savoir nos observations
personnelles au laboratoire et les études antérieures dans la littérature.

En effet, dans le cadre de notre expérimentation, lorsque ce paramétre a été réglé au plus bas
possible, soit 2um? les valeurs morphometriques (dont AREA, pm?) générées
systématiquement par notre systeme HT-IVOS II grace a son programme d’analyse
automatique de morphologie (sans coloration) et consultables en play-back sur les photos

capturées et analysées, montrent que beaucoup de spermatozoides canins détectés en tant que
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tels par le systéme IVOS 1l ont des valeurs mesurées de (AREA) inferieures a 16 pm?. Ces
observations se sont répétées tellement de fois qu’il était devenu presque évident que ce seuil
de 16 pm? est trop élevé et qu’il mérite d’étre optimisé.

De plus, difféeremment du parametre de brillance de la téte du spz canin qui est une notion
purement physique en relation avec I’intensité d’illumination et le contraste de phase, la taille
de la téte du spz est une entité morphometrique qui devrait étre définie par des explorations sur
les spermatozoides de chiens fertiles. Ainsi, plusieurs valeurs ont été rapportées dans la
littérature a savoir 5+2 um2 avec un intervalle de 2-11um2 (Iguer-Ouada et Verstegen, 2001), 8
pum2 (Rijsselaere et al., 2005) et 6 pixel (Domoslawska et al., 2013 ; Belala et al., 2016). Ainsi,
Aucun auteurs, a la limite de notre connaissance n’a rapporté ou utilisé une valeur aussi élevé
que 16 pum?2 comme un seuil minimal de détection dans un systeme CASA. La conséquence
d’un tel paramétrage est le rejet par le systeme de tous les spz qui ont une aire (AREA) de moins
de 16puma2.

Etude de corrélation entre ’ITVOS 11 et la technique de référence « Neubauer »

Etant donné que 1’analyse de variance ne semble pas montrer de différence significative
(p=0.803) entre les valeurs évaluées “2-16” du parametre AREA (HBM187) et la valeur de
numération ‘“Neubauer” incluse, malgré les grands écart observés entre ces valeurs, il serait a
conclure que ’ANOVA n’est pas le test approprié dans cette situation, car il existe a la base de
grands €carts entre les valeurs a I’intérieur des groups comparés et le test est donc peu sensible
aux écarts entre ces groupes d’ou la DNS. Dans ce cas-1a, il faudra appliquer des tests de
corrélation qui vont comparer les données par paire sur une droite de corrélation.

Cette étude de corrélation a montré que les deux couples de parametres « que 1’on appellera
paramétrages » les plus fortement corrélés a la technique de référence sont donc HBM140A6
et HBM140A4 avec des corrélations trés hautement significative (p=0.000) et un coefficient de
Pearson de (0.948) et (0.949) respectivement. Ce dernier paramétrage a permis d’obtenir une
concentration qui se superpose parfaitement a la valeur de référence avec 0.5 point d’écart. Il
semble, dans les conditions de notre travail, le setup optimal a recommander pour la meilleure
détection cellulaire des spermatozoides canin frais en milieu clair par le systeme HTR I\VVOS II.

Comparaison entre HT-1VVOS |1 « setting optimisé » et photomeétre « SDM »

Dans certains laboratoires et centres de reproduction canine, ou le systeme CASA ne peut étre
utilise comme moyen fiable de mesure de la concentration, le recours au photometre pour
analyse rapide est inévitable, notamment en clientele d’IA ou contrdle initial de la semence

comme condition d’inclusion ou d’exclusion de la recherche.
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Dans de telles conditions, la numération cellulaire au moyen d’un hématimétre serait
contraignante et chronophage, notamment si I’on doit I’effectuer exactement comme
recommandé dans le manuel d’OMS 2010 pour le laboratoire d’analyse spermatique.
Grace a I’ajustement du setting de détection cellulaire effectué, I’analyseur IVOS II a pu donner
une valeur moyenne de concentration beaucoup plus proche de la technique de référence que le
photometre qui s’écarte de la technique gold standard de 26 millions alors que I’'IVOS avec
paramétrage ajusté n’en a que 0,5 d’écart.
L’¢tude de corrélation qui a déja montré dans la partie précédente que I’'IVOS avec paramétrage
ajusté se corréle parfaitement avec la technique de référence « Numération Neubauer », elle
met en évidence ici une forte corrélation entre I’IVOS II ajusté et le photometre « SDM » avec
un R=0,981 et un R?=0,886.

Effet du paramétrage de détection cellulaire sur les parameétres cinétiques.

Une parfaite concordance a été enregistrée entre la mobilité totale et progressive évaluée par
technique classique microscopique « selon les recommandations de ’OMS (2010 & 2021) » et
respectivement les pourcentages des spz mobiles « MOT, % » et progressifs « PROG, % »
analysées par HT-1VOS aux valeurs 120 et 140 de brillance « HBM » et de 4 et 6%m2 de taille
minimale de la téte « AREA » du spz canin. Ceci est en concordance avec nos resultats sur la
concentration qui sont en faveur de ces mémes valeurs de HBM et Area.
Cet effet établi des parametres de détection cellulaire « HBM et AREA » sur ’analyse
cinétiques effectuée par ’HT-IVOS Il confirme notre hypothese de départ qui stipule que le
systeme CASA doit avoir une bonne détection cellulaire « concentration » pour pouvoir
analyser avec précision et exactitude la mobilité.
En effet, une mauvaise détection cellulaire ne se retentit pas uniquement sur la mesure de la
concentration, mais aussi sur 1’analyse de mobilité, Ceci pourrait s’expliquer par les éléments
suivants :
v’ Les erreurs de détection cellulaire par excés lors d’utilisation de seuils trop bas ou par défaut
lors de seuils trop élevés de la taille minimale « AREA » ou de la brillance minimale
« HBM » de la téte du spz conduisent a une surestimation de la concentration des Spz dans
le premier cas et une sous-estimation dans le deuxieme. Ceci dit que les Spz détectés, a
cause des erreurs par en excés et par défaut, ne sont plus représentatif des champs
microscopiques dans lesquels ils ont été analysées « le principe de répartition homogene

des spermatozoides dans une suspension cellulaire n’est plus respecté ».
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v 1l en résulte des erreurs de concentration mais aussi et inévitablement des erreurs dans les
proportions de mobilité analysees.

v Si le systeme détectent des objets inanimés « granules ayant la taille d’une téte de Spz »
comme étant des Spz, ils vont sans doute sur estimer la population des Spz statiques.

v' Si par contre le systeme ne détecte pas tous les Spz qui sont dans les champs analysés et
délimités comme étant un volume calculés de la chambre d’analyse, il va baser son analyse
sur des sous populations qui ne sont plus réparties de fagon homogeéne.

Il est donc a retenir que le paramétrage de détection cellulaire a un effet certain sur les

parametres cinétiques généres par le systeme HT-IVOS II. Cependant, le contraire n’étant pas

vrai, le paramétrage cinétique de I’IVOS ne semble avoir aucun effet sur le paramétre
concentration. Ceci a été constaté dans notre étude, lors de la deuxiéme partie consacrée a un
essai d’optimisation du paramétrage cinétique « seuils de VSL, VAP et STR » et I’évaluation
de plusieurs settings. Ce constats est en accord avec ce qui a été rapporté dernierement par

O’meara et ses collaborateurs pour les Spz bovins congelés (O’meara et al. 2021).
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CONCLUSION :

A T’issue de ce travail, il est a conclure ce qui suit :

Le paramétrage technique du systeme HT-IVVOS Il et notamment celui de la détection cellulaire
influence significativement les résultats de mesure de la concentration spermatique et

¢galement I’analyse cinétique des spermatozoides canins.

Le systéme IVOS détecte la téte du spermatozoide grace d’abord a sa brillance ou contraste par
rapport au fond puis grace la taille de la téte. Ainsi, les seuils « minimum » prédéfinis de la
brillance « MHB » et de la taille « AREA, um?) de la téte du spermatozoide sont les facteurs
les plus impactant dans la détection cellulaire.

Les valeurs optimales de brillance « HBM » et de taille « AREA » de la téte permettant la

meilleure détection cellulaire des spermatozoides canins par le systeme HT-IVOS 11 sont :

e HBM : 140.
e AREA:4pum2

Gréace a cet ajustement du paramétrage de détection, le systeme HT-IVOS serait une bonne
alternative a la technique de référence « Numération a la cellule de Neubauer » dans 1’évaluation
de la concentration spermatique et aussi a un photométre « SDM » calibré pour semence canine.
Le systeme IVOS Il pourrait ainsi étre utilisé dans la calibration « étalonnage » des photométres
de paillasse utilisés couramment dans les laboratoires et les centres d’insémination artificielle

canine. Il offre ainsi un gain de temps et d’effort par rapport a la Numération cellulaire.

Le paramétrage de détection cellulaire « HBM et AREA » a un effet significatif sur les
pourcentages des spermatozoides mobiles (MOT, %) et progressifs (PROG, %) ainsi que les
parameétres cinétiques « VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH, BCF » évalués par le
systeme HT-IVOS 1I. L’ajustement proposé¢ «<HBM: 140 et AREA: 4um?» a permis d’obtenir
les valeurs de MOT% et de PROG% les plus proches des pourcentages de mobilité totale et
progressive evaluée classiquement par microscopie optique, méme si la corrélation entre les

deux techniques restent tres faible.
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RECOMMANDATIONS :

A T’issue de ce travail, il est a recommander ce qui qui suit :

Affiner I’optimisation du paramétrage de détection cellulaire sur des intervalles de
brillance « HBM » et de taille « AREA » minimale de la téte, respectivement de 100-

140 et 4-12um? et en faisant varier ces parametres par paliers de 5 a 10 points.

Effectuer I’optimisation du paramétrage de détection cellulaire du systéme IVOS II dans

I’analyse des spermatozoides d’autres animaux dont essentiellement le bovin et I’équin.
Etudier I’effet et optimiser les autres parameétres de détection cellulaire a savoir :

v Taille maximale de la téte (AREA max, um?).
v Elongation de la téte « Max. et Min. ».

v' Brillance minimale du flagelle.

Etendre I’optimisation du paramétrage cinématique du systéme HT-1VOS 1l en évaluant
d’autres changements du setting et en augmentant 1’ordre de changement du setting

jusqu’a avoir des différences significatives.
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