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INTRODUCTION

Avec un peu plus de 8 millions de représentants en France [44], le Chat est I'anima de
compagnie préféré des frangais. Bien qu’une minorité des chats soit de race pure, |’ élevage
félin est en expansion. Les éleveurs félins étant pour la plupart des amateurs qui élévent des
chats en plus de leur profession, ils doivent pouvoir compter sur les vétérinaires pour les

informer et optimiser cette croissance.

La maitrise de I’ élevage passe par une bonne maitrise de la reproduction et implique pour les
vétérinaires une bonne connaissance des moyens d’investigation en cas de pathologie de la
sphere génitale. Celle-ci comprend également |a connaissance des moyens de substitution ala

saillie naturelle.

Les étalons sont rarement utilisés au maximum de leur potentiel de reproduction dans un
élevage. En effet, un méle excellent en concours a une carriere reproductrice d' une dizaine
d années, ensuite sa qualité de semence diminue. Les petits élevages amateurs sont méme
souvent contraints de castrer leur étalon avant ses 10 ans car les désagréments qu'’il procure
leur sont insoutenables (odeur, comportement). La possibilité de collecter du sperme et de le
conserver dans |’azote liquide leur permettrait de conserver le potentiel génétique de ces
étalons et de pouvoir I’ utiliser par la suite méme si les étalons ne sont plus fertiles (castration,
déces).

De plus, la récolte et la cryoconservation de la semence de Chat permettraient de diffuser le
potentiel génétique des étalons hors pairs en faisant voyager leur semence et en réalisant des
inséminations artificielles. Cette technique de reproduction assistée permettrait par ailleurs de

limiter les risques infectieux encourus par |’ étalon s'il devait sortir de I’ éevage.

Les étapes clefs de I'insémination artificielle sont la production de semence, la bonne
conservation de cette semence, |’ appréciation de la bonne période de fécondité de la femelle
puis I'insémination proprement dite [11]. Nous avons choisi de nous intéresser aux deux
premieres étapes en comparant deux techniques de récolte de la semence de Chat facilement
réalisables par le vétérinaire: |’ électrojaculation et la dissection de I"épididyme, puis nous
avons tenté de congeler la semence obtenue par la technique employée-chez le Chien au

9



Centre d'Etude en Reproduction des Carnivores (C.E.R.C.A.) de I'Ecole Nationae
Vétérinaire d’ Alfort.

Dans une premiere partie, des rappels de |'anatomie et la physiologie de |’ appareil
reproducteur du méle permettront d’ expliquer les trois moyens de prél évements réalisables sur
I"étalon: la récolte par vagin artificiel, I'éectro-§aculation et la récolte du sperme
épididymaire. La cryoconservation de la semence sera abordée.

Dans la deuxieme partie expérimentale, des essais d’ électrodjaculation, de récolte de sperme
épididymaire et de cryoconservation seront réalisés.
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.1  Rappels d’anatomie et de physiologie

L’ anatomie et la physiologie de I’ appareil reproducteur méle du Chat permettent d’ expliquer
certaines caractéristiques de la semence et de comprendre la fagon dont on peut réaliser des

prélevements dans cette espece.

1.1 Anatomie[5], [57], [24]

L es organes génitaux externes du chat sont situés en région périnéale haute. L’ appareil génital
du Chat est ssmplifié par rapport aux autres mammiferes (figure 1). Il comprend des testicules
protégés dans leur scrotum. Ceux-ci sont prolongés par I'épididyme et le canal déférent
jusgue |’ urétre ou viennent s aboucher les glandes annexes. Puis I’ urétre se termine dans le
pénis. Le tout est sous I’innervation provenant de la moelle épiniére, parfois consciente mais

le plus souvent réflexe.

1.1.1 Pénis

Le pénis du chat est conique, de petite taille (8 a 10mm) et est dirigé caudalement au repos
[78]. Lors de I’ érection (photo 1), il se dirige plutdt ventralement que cranialement [78]. La
racine du pénis est entourée des muscles ischio-caverneux et se poursuit du corps constitué de
I"urétre entouré par les corps spongieux, des muscles bulbo-spongieux puis des corps
caverneux séparés par un septum.

Le pénis contient un petit os pénien de 0.5 cm, s ossifiant tardivement, qui soutient le gland
[30].

La muqueuse du gland est recouverte de papilles kératinisées androgéno-dépendantes (100 a
200) qui disparaissent lors de la castration. Le gland est recouvert du prépuce. Au repos, le
pénis est complétement dans son fourreau [35], [56].

Le pénis du chat ne comprend pas de bulbes érectiles contrairement au pénis du chien [78].

13



.1.1.2 Testicules et épididyme

Le scrotum se situe juste sous I’ anus et est recouvert de poils. Le muscle crémaster est gréle et
le cordon spermatique, horizontal, est beaucoup plus long en proportion que celui du chien.
Les testicules sont globuleux et mesurent de 1,2 a 2,0 cm en longueur pour 0,7 a 1,7 cm en
largeur [78]. Chaque testicule disséqué pese 1 a 1.5g [56]. Leur grand axe est orienté
ventralement et cranialement. L’ épididyme et le testicule sont recouverts par une tunique
albuginée puis par la tunique vaginale et enfin par les fascias internes (figure 2) et externes
sous le tégument scrotal. L’ épididyme est rattachée a la paroi scrotale par le ligament de la
gueue de I’ épididyme.

L’ épididyme est constituée de trois parties : la téte qui est craniale et ventrale par rapport au
testicule, le corps qui est ventral et la queue qui est caudale au testicule. Le conduit
épididymaire est fortement spiralé€ [30] . Il se continue par le canal déférent trés contourné qui

va pénétrer dans le cordon spermatique ensuite.

.1.1.3 Ureétre

L’ uretre poursuit le col de la vessie, qui est cylindrique et tres étiré, en commencant juste en
avant de la prostate. Il se différencie de lavessie car il présente des muscles striés. Les canaux
déférents s'y abouchent dorsalement au niveau du colliculus seminalis se situant sous la
prostate. La partie pelvienne de I’ uréetre est relativement longue (5cm) et se poursuit par la

partie spongieuse en région dorsale du corps du pénis.

.1.1.4 Les glandes annexes

Tout comme chez le chien, I’ appareil génital du chat est dépourvu de vésicules séminales et
ses conduits déférents sont dépourvus de glandes et d’ ampoules [78].

La prostate est petite (1cm). Elle est composée de plusieurs lobules isolés disséminés
dorsalement, le long de I’ uretre [35], [1].

Les glandes bulbo-uretrales se situent au niveau de |’ arcade ischiale et sont écrasées dorso-
ventralement. Elles sont reliées par e muscle bulbo-urétral et par du tissu conjonctif. Elles ont
un diamétre de 5 a 6 mm. Leur conduit excréteur unique est court et débouche dorsalement a

I"urétre. Elles synthétisent la plus grande partie du plasma séemina [43].
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FIGURE 1 : SCHEMA DE L’ APPAREIL GENITAL MALE ( D’ APRES BARONE [5])
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PHOTO 1: PENISDE CHAT EN ERECTION

FIGURE 2 : TESTICULE ET EPIDIDYMES GAUCHE DE CHAT ( D’ APRES BARONE
[51)
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.1.1.5 Innervation [73]

L’ appareil génital méle est innerve par plusieurs groupes de fibres nerveuses (figure 3) :

_des fibres appartenant au systeme nerveux autonome: des fibres orthosympathiques,
provenant de la chaine sympathique thoraco-lombaire et des plexus abdominaux, formant le
nerf hypogastrique et des fibres parasympathiques, issues des racines medullaires sacrées S1,
S2 et S3, formant le nervus erigens. Le nerf hypogastrique et le nervus erigens se rejoignent
pour former le plexus hypogastrique.

_des fibres somatiques, issues de Sl et de S2, formant le nerf honteux interne qui innerve les
muscles striés tel's que e muscle bulbocaverneux, |e muscle ischiocaverneux et la muscul ature
périnéale.

Au niveau périphérique, ces innervations se rejoignent et suivent les mémes trajets. Seemans
et Langworthy distinguent trois regroupements du plexus hypogastrique autour des organes
génito-urinaires :

_un groupe crania qui innerve lavessie et le début de I’ urétre ;

_un groupe moyen ou prostatique dont les nerfs viennent entourer la prostate ;

_un groupe cauda qui innerve le pénis et le rectum. Une des branches rectales s anastomose

avec le nerf honteux interne.

1.2 Physiologie

.1.2.1 Puberté et saison sexuelle

Les testicules sont descendus a la naissance et sont papables dans les scrotums. lls
deviennent facilement palpables vers 3-5 mois[35].

La puberté survient entre 5 et 10 mois d’ &ge. Le poids des testicules est alors d’au moins un
gramme [7]. Les premiers gaculats sont peu concentrés et contiennent beaucoup de formes
anormales. La vie de reproduction des males dure environ 8 a 10 ans puis la fertilité décroit
[10], [23].
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FIGURE 3 :INNERVATION DE L’ APPAREIL GENITAL MALE (D' APRES SEEMANS
[73])
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Chez le Chien, un étalon resté abstinent sur une longue période (plusieurs mois) voit la qualité
de sa semence diminuer [22]. Chez le Chat, ce constat n’a pas été décrit mais pourrait étre
vérifié également. Solliciter régulierement les étalons pourrait optimiser leur fertilité. Les
chats méles peuvent gaculer 2 a 3 fois par semaine sans voir leur libido, ni la concentration
de leur §aculat en spermatozoides diminuer [77]. Un étalon en bonne santé peut s accoupler

trois fois par semaine sans voir la qualité da sa semence décroitre [35].

La qualité de la semence varie énormément pour un méme individu. Ains faut-il réaliser
plusieurs spermogrammes avant de lajuger (voir 3. Examen de la semence).

L es caractéristiques morphol ogiques de la semence et les fonctions de la membrane cellulaire

des spermatozoides sont fortement héritables. [27]

Bien que la Chatte soit une espece a reproduction saisonniere, le Chat ne présente pas de
variation dans la qualité de sa semence épididymaire au cours de I’ année [81]. Cependant, la
présence de femelles en chaleurs a proximité peut stimuler le méle et permettre d’' obtenir ainsi
une semence de meilleure qualité [50]. Les chats connaissent un accroissement de |’ activité de
recherche des femelles des la fin du raccourcissement des jours (a partir de Noél) [56] et le

volume de leur semence tend a s accroitre pendant cette période [42].

.1.2.2 La spermatogénese

[45] , (figure 4)

La spermatogenese est |e processus de différenciation des cellules souches en spermatozoides.
Elle se déroule dans les tubes seminiféres [56]. Chez le chat européen, la spermatogenese
débute vers 5 mois mais les spermatozoides ne sont présents dans les tubes séminiféres qu’a
partir de 7 &9 mois [7]. Les cellules primordiales sont les gonocytes. Pendant la croissance,
ces gonocytes vont se transformer en spermatogonies qui vont proliférer au moment de la
puberté de facon massive et continue. On distingue les spermatogonies A qui se multiplient
mais ne se différencient pas et les spermatogonies B qui vont subir |’ évolution suivante : la
spermacytogénese.

Les spermatogonies. B donnent en se multipliant les spermatocytes.| a I'origine des
spermatocytes || apréslapremiere division de méiose et des spermatides apres la seconde.
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Spermacytogénése

Sper miogénese

FIGURE 4 : LA SPERMATOGENESE [45]
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Les spermatides sont donc haploides et ne contiennent qu’ une seule chromatide. Ce sont eux
qui vont subir la spermiogénése. Ils vont subir des transformations pour aboutir aux
spermatozoides qui se répartissent en plusieurs phases :

_la phase golgienne ou les granules proacrosomaux fusionnent pour former la vésicule
acrosomale et ou le centriole migre étant al’ origine de laformation du flagelle ;

_laphase capitale ou la vésicule acrosomienne s étend et le flagelle s épaissit ;

_laphase acrosomal e ou la chromatine se condense et ou I’ acrosome devient plus dense ;

_la phase de maturation ou le spermatozoide prend sa forme définitive avec formation du
corps résiduel apartir du cytoplasme ;

Enfin, la spermiation correspond a la libération des spermatozoides. Le corps résiduel est
phagocyté par les cellules de Sertoli et seule une gouttelette proximale persiste sur le
spermatozoide.

Le spermatozoide est alors composé d'une téte contenant I'ADN condensé protégé par
I” acrosome dans sa région proximale, d’une piéce intermédiaire contenant les mitochondries
nécessaires al’ énergie et d’ un flagelle assurant la mobilité.

Les spermatozoides immobiles sont transportés dans le rete testis via les sécrétions des
cellules de Sertoli, des glandes du rete testis, et des glandes annexes. |ls acquiérent leur
mobilité et leur pouvoir fécondant au cours de leur trajet dans I’ épididyme ou ils perdent leur

gouttel ette protoplasmique.

.1.2.3 Erection

[45] , [76], (figure 5)

L’ érection est le phénomene de rigidification et d'alongement du pénis permettant son
intromission dans les voies génitales de lafemelle. Elle est indispensable al” accomplissement
de lafonction reproductrice, notamment al’ €aculation.

Chez le Chat, comme chez le Chien, larigidité est permise par |’ existence de I’ os pénien et
par le gonflement des tissus érectiles. Le mécanisme est essentiellement vasculaire. La
contraction des muscles ischiocaverneux provoque une compression du corps caverneux en
bloquant le retour veineux. Les shunts artério-veineux entre les corps caverneux et spongieux
sont fermes, les arteres hélicoidales se dilatent et se déploient. Le tout provoque |’ érection : le

pénis devient rigide. Caché au repos dans son fourreau, il s alonge et s en dégage.
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FIGURE 5 : SCHEMA SIMPLIFIE DU DETERMINISME DE L’ERECTION (D’ APRES
L EFRANCOIS[45])
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L’érection est un phénomene réflexe. Elle est contrflée par le systeme nerveux
parasympathique qui integre des afférences sensorielles centrales (hypothalamus et cortex) et
périphériques (gland, organes génitaux et région périnéale essentiellement). Les nerfs
érecteurs principaux proviennent des nerfs honteux internes. Les centres médullaires sont
situés entre S2 et 4. Leur stimulation produit la vasodilatation initiale suite a la synthése par
I’ endothélium vasculaire excité du monoxyde d azote (NO) qui a une action de relachement
des fibres musculaires lisses artériolaires. La stimulation du systeme nerveux
parasympathique par stimulation des nerfs pelviens dans la zone lombo-sacrée provogue
I’ érection par stimulus tactile et psychique alors que la stimulation thoracique basse des fibres
orthosympathiques (T13-L3) est responsable d'une érection par stimulus psychique
uniquement.

Chez le chat, la stimulation du nerf hypogastrique provoque un retour a I’ état de repos du
pénis en érection par constriction des artéres du pénis [73]. L’injection intra-pénienne de
noradrénaline induit une détumescence, propriété pouvant étre utilisée dans certaines formes
de priapisme. De part son déterminisme essentiellement réflexe, certains anesthésiques
peuvent empécher |’ érection.

L’acétylcholine n'est pas le neuromédiateur fondamental de I'érection, c'est le VIP
(Vasoactive Intestinal Polypeptide) [73].

.1.2.4 Ejaculation

[45] , (figure 6)

L’ &aculation est I’ expulsion du sperme par |’ urétre.

Le sperme est mis sous pression dans la portion terminale des canaux déférents. Cette mise
sous pression résulte de vagues de contractions des fibres lisses. Dans la phase paroxystique
du coit, les contractions s amplifient et conduisent a |’ §ection des spermatozoides, puis du
sperme (spermatozoides et sécrétions des glandes annexes). L’ éaculation se produit alors en
deux phases :

_I’émission qui correspond a I’expulsion du liquide séminal dans la partie pelvienne de
I” urétre. (conduits déférents, prostate) ;

_I"gaculation proprement dite qui correspond au passage du liquide sémina dans |’ urétre et &

I”expulsion par le méat urétral.
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FIGURE 6 : SCHEMA SIMPLIFIE DU DETERMINISME DE L’ EJACULATION
(D' APRES L EFRANCOIS[45])
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Il s'agit la aussi d’'un phénomene réflexe mais elle est sous le contrdle du nerf hypogastrique
qui appartient au systéme nerveux sympathique. Les zones sensibles sont plus restreintes que
pour I’ érection. Seule la région du gland est réflexogene par |’ intermédiaire du nerf dorsal du
pénis. Toute |ésion de ce nerf empéche donc I’ éaculation. Les stimulus sont mécaniques et

thermiques.

Ces deux phases sont sous le contrble médullaire: une stimulation de la zone T12-L2

provoque I’ émission, une stimulation de la zone S2-S3-$4 provoque I’ §aculation.

.1.2.5 Accouplement

L’ accouplement est une étape indispensable. C'est lui qui conditionne le rapprochement des

gameétes.

Lors d un accouplement, le méle prend contact avec la femelle en lui flairant le nez puis la
région génitale [7]. 1l adopte un comportement de flehmen lorsgue la femelle est bien en
osstrus [88].

La femelle se met alors en lordose présentant sa région genitale au méle et dévie la queue

d un coté. Le méle la chevauche, la « blogue » en |’ attrapant au cou et |a pénétre [7].

L’ accouplement ne dure que quelques secondes et se manifeste par des séries de mouvements

pelviens rapides.

La femelle rgjette ensuite le méle violemment et reste en période réfractaire pendant 10 a 20
minutes. Pendant cette période réfractaire la femelle est agressive, se roule par terre et fait sa
toilette [35], (figure?).

Cette phase est importante a observer car elle signifie que la copulation a bien eu lieu et

qu'elle a conduit au réflexe post-coital [7]. Lors de I’ accouplement, c’est la stimulation du

vagin antérieur qui déclenche le réflexe post-coital amenant al’ ovulation [50].
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FIGURE 7 : DEROULEMENT D’UNE SAILLIE NATURELLE (D' APRESHART [33])

A : Elévation du bassin, piétinement des membres postérieurs, déviation de la queue chez la

femelle. Flehmen chez le male

B : Le méle chevauche lafemelle en la « bloguant » (prise au cou)

C et D : Reéaction post-coitale, la femelle se léche la vulve et se roule sur le dos. Elle est

agressive pendant toute cette période réfractaire.
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.2 Techniques de prélevement du male

Le chat nest pas un animal facile a prélever manuellement contrairement au chien. Des
technigues particuliéres sont donc utilisées bien qu’ étant plus contraignantes car nécessitant

une anesthésie générale pour la plupart.

2.1 Vagin artificiel

.2.1.1 Environnement requis

Cette méthode peut étre utilisee chez les chats de caractére facile. Les chats doivent en
général étre habitués dés leur jeune &ge ala stimulation manuelle [61].

Les méles doivent étre entrainés pendant deux ou trois semaines pour donner un éaculat
significatif. Environ trois étalons sur cing sont réceptifs a cette méthode [72].

D’ apres Sojka, les méles ayant une bonne libido et un caractére malléable peuvent se laisser
prélever au bout de 4 a5 jours et 3 chats sur 5 répondent en 7 210 jours[77], [79].

Dans le cadre d’ une récolte de semence par vagin artificiel, le succes de la collecte dépend de
la stimulation générée par la femelle présente. La détection de I’ cestrus chez cette femelle
(agitation, recherche du maéle, vocaisations, réflexe de lordose) revét une importance
fondamentale [45].

.2.1.2 Technique

La femelle en chaleurs est présentée au méle qui §acule dans un vagin artificiel suite a une
stimulation manuelle de larégion génitale.

Une poire pour pipette pasteur de 2 mL coupée a son extrémité la plus large forme la partie du
vagin artificiel en contact avec le pénis [76]. L autre extrémité est reliée a un tube en
plastique.

L e chevauchement est indispensable pour obtenir I’ §aculation [45].

27



Les méles peuvent étre récoltéstrois fois par semaine par cette technique [79], [80].
Les males les plus coopératifs peuvent se laisser prélever sans femelle, en chevauchant le bras
del’ opérateur [77].

2.2 Electrogaculation

L’ électrogaculation consiste a obtenir |'§aculation par stimulation électrique des nerfs
sympathiques éaculatoires et est réalisée chez le chat sous anesthésie [45]. Elle apparait étre
la méthode de choix pour récolter |a semence de chat dans la plupart des situations : en vue de

conservation, d’ insémination ou a visée diagnostique [18].

.2.2.1 La contention

La contention des étalons pour |’ électrogjacul ation passe immanguablement par |’ anesthésie.

Une anesthésie avec des parasympathicolytiques (Atropine, glucopyrrolate, scopolamine)
provogue un reléachement vésical qui peut également amener a sa vidange. De plus leur action
parasympathicolytique entrave |’ érection qui est nécessaire a I'§aculation. [69], [74]. Les
tranquillisants et les sédatifs (Acepromazine, Zolazepam, Xylazine, Pentobarbital) peuvent,
par contre, étre utilisés. Cependant, une dose trop élevée provoque une augmentation de la
production d’'urine. Il faut donc, |a encore, éviter une contamination du préléevement par
miction liée a I’ anesthésie. [25]. Les anesthésiques dissociatifs tels que la Kétamine peuvent
étre utilises pour I'électrogaculation. [75], [72], [62]. L’ anesthésie peut étre maintenue a

I”aide d’ un anesthésique volatile tel que I’ isoflurane [62].

Les anesthésies et |es stimulations répétées n' alterent pas la capacité du chat a §aculer [59].
Seager prémédique les chats avec |’ acepromazine a 2 mg/kg puis les anesthésie ala kétamine
a7 mg/kg [72]. Herron prémédique lui avec du glycopyrrolate a 0.01 mg/kg puis anesthésie a
la kétamine hydrochloride a 30 mg/kg [36].

28



.2.2.2 Techniques décrites dans la littérature

Une fois I’ étalon anesthésié, le pénis est dévaginé par une pression manuelle et un tube en
plastique est placé a son extrémité pour récolter la semence. Une alternative consiste a sonder
I"urétre sur 5 cm al’ aide d’ une sonde urinaire d’ un millimetre de diametre reliée a un corps de
seringue a insuline dont le piston a été retiré [36]. La semence monte alors dans le corps de
seringue par capillarité.

Une sonde rectale en téflon (figure 8) de 12 cm de long pour 1 cm de large, portant trois
électrodes, est introduite dans le rectum sur environ 9 cm selon Platz [61], sur 6 a 7 cm selon
Herron [36], apres avoir été lubrifiée al’ aide de gel pour échographie. Quelques mouvements
de vaet-vient permettent de nettoyer le rectum des matieres fécales pouvant géner la
propagation des ondes électriques. La sonde est retirée, nettoyée et remise en place. Les
électrodes sont positionnées ventralement [18]. Le gel produit une bonne source d’ électrolytes
alasurface des éectrodes et favorise la propagation de I’ onde é ectrique [18].

L’ électrogaculateur (photo 2) contient un générateur gjustable qui permet le contrdle précis
du stimulus éectrique appliqué a I’animal [18]. Le voltage et |I’ampérage utilisés pendant
I’ électrogjaculation varient respectivement de 2 a 6V et de 5 a 220 mA. Aprés 2 ou 3
stimulations de 4V, I'érection est obtenue. L’é&aculation ne tarde pas a se produire aux
stimulations suivantes [72]. Un stimulus éectrique de 6V permet d obtenir une semence
comparable a celle obtenue par vagin artificiel [19] sans pour autant recueillir d’ urine dans le
prélévement [58]. Lors d’ une séance d électrogaculation, le deuxieme éaculat obtenu est plus
riche en spermatozoides que ne le sont |e premier, e troisieme ou méme le quatrieme [58].

Un chat peut étre récolté une fois par semaine. Le volume de I'éaculat augmente avec le
nombre de prélévement [59]. Il ne faut donc pas se fier aux résultats obtenus lors de la
premiere électrogjaculation. L’ aculat peut étre dilué dans du PBS et étre conservé pendant
une nuit & 2°C [63]. Les anesthésies a la kétamine et les éectro§aculations répétées ne
semblent pas altérer |a capacité des Chats a §aculer along terme [59].

Dans notre étude personnelle, nous avons choisi d’employer une technique sensiblement
différente. Cette technique est celle utilisee au Centre de Recherche en Reproduction des
Carnivores de I’Ecole Nationale Vétérinaire d’'Alfort. Elle se base sur I’obtention de
I’ extension des postérieurs avec la protusion des griffes et non sur un stimulus éectrique
constant comme décrit dans la littérature. Le voltage varie aors selon I'individu (voir

deuxieme partie 1.1.1.Electrogaculation).
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FIGURE 8 : SONDE RECTALE D’ UN ELECTROEJACULATEUR (D’ APRESDOOLEY
[18])

PHOTO 2 : ELECTROEJACULATEUR UTILISE DANSNOTRE ETUDE PERSONNELLE

(MODEL 304 ELECTROEJACULATOR 220 VAC. P-T ELECTRONICS. BORING/ OREGON.)

30



.2.2.3 Ejaculation rétrograde

Le voltage doit étre contrélé car un exces peut provoquer la vidange vésicale et souiller le
prélevement [69]. Dooley et Pineda ont montré qu’'un flux rétrograde de semence dans la
vessie se produisait lors des él ectroéjacul ations de méles anesthésiés avec de la kétamine [20],
[58]. Dooley a recuellli I'urine avant et apres électrogaculation. Sa concentration en
spermatozoides passe de O & 0,05.10%mL avant & 0,03.10° & 11,71.10%mL aprés
I’ électroéjaculation [20]. La quantité refluée peut atteindre les deux tiers du prélévement total
estimé. Le flux rétrograde est induit par les stimulations éectriques du plexus hypogastrique
qui innerve le pénis et lavessie.

Ce phénomene explique la moindre réussite de I’ é ectroéacul ation par rapport au prélevement
par vagin artificiel [20], [61]. Il est intéressant de réaliser une cystocentese avant et aprés
I électroéjacul ation pour évaluer I’ électroéaculation rétrograde.

Toutefois, I’ gaculation rétrograde n’est pas due a |’ anesthésie a la Kétamine puisgue lors de
récolte par vagin artificiel ou lors d’ accouplement naturel, des spermatozoides peuvent étre
recueillis dans lavessie. L’ gaculation rétrograde sembl e étre une composante de I’ §aculation
chez le chat [21].

2.3 Dissection del’ épididyme

.2.3.1 L’épididyme est le lieu de maturation et de stockage des spermatozoides.

L’ épididyme assure non seulement la maturation des spermatozoides (capacitation rendue
possible, condensation de la chromatine [29]) mais est aussi |e lieu essentiel de leur stockage.
Pendant que les spermatozoides transitent dans |’ épididyme, ils acquierent leur capacité a se
lier &la zone pellucide [29] et subissent plusieurs transformations. Axner a montré que ¢’ est
dans la quatrieme région, si I’ épididyme est divisée en 6 régions, que les transformations sont
les plus nombreuses et |es plus importantes [ 3].

L e temps de survie des spermatozoides prélevés sur organe mort est d’au moins 5 jours sans
conservateurs. Le mieux est de récupérer les spermatozoides épididymaires moins de deux

heures apres castration [84] car le potentiel de fécondation est diminué lors d’une longue
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conservation [29].
Il est donc intéressant de récolter les spermatozoides épididymaires a condition de ne récolter

gue les spermatozoides contenus dans la queue de I’ épididyme pour qu’ils soient matures.

.2.3.2 Technique

Différentes technigues peuvent étre adoptées pour récupérer |e sperme épididymaire.

Apres anesthésie de I’ éalon au dropéridol (0.1 mg/kg) et a la kétamine (20 mg/kg), Niwa
castre les étalons. 1l disseque la queue de I’ épididyme et le canal déférent puis les place dans
une boite de Pétri contenant un milieu de culture a incubation & 37°C. Niwa flusche les
épididymes avec 0.15 a 0.20 mL de milieu pour récolter les spermatozoides [53].

Par une méthode similaire, Hingst a obtenu une mobilité moyenne d’ environ 60%.

Une autre méthode consiste a disséquer I’ épididyme, a l’inciser en plusieurs piéces de 2 mm
et aleslaisser incuber dans un milieu contenant de la sérum albumine bovine a 38°C pendant
30 minutes [29], [81], [8]. Le prélévement est ensuite centrifugé a 300g et le surnageant est
écarté. Dans notre étude, nous avons utilisé cette technique qui nous paraissait la plus facile a

réaliser.

.3 Spermogramme [22]

Le spermogramme permet d évaluer la qualité de la semence au niveau macroscopique et
microscopique. La qualité de la semence est fortement corrélée a sa fécondance, sa résistance
dans les voies génitales femelles et sa résistance aux différentes techniques de conservation
dont la cryoconservation.

Un spermogramme est donc réalisé avant et aprés toute congélation. Sa réalisation est aussi

indispensable pour diagnostiquer les cas d'infertilité.
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3.1 Etude macroscopique

.3.1.1 Volume

Il s'agit de la premiere étape aréaliser.
Le volume de I'éaculat, sa couleur et son aspect permettent de juger de la qualité de la

semence.

Le volume de I’ §aculat est faible, 0.005 & 0.8mL [41] et une moyenne de 0.05 mL [68], [77].
L es techniques d’ examen doivent donc étre sensibles tout en nécessitant une faible quantité de

semence pour en conserver le plus possible.

Un sperme de bonne qualité a un volume moyen de 0.2mL, une coloration blanchétre et est

inodore [22]. Une couleur rosee ou verdatre est pathol ogique tout comme une odeur anormale.

.3.1.2 Concentration

L’ &aculat de Chat renferme en moyenne 60.10° spermatozoides et sa concentration est en
moyenne de 1,73.10%/mL [77].

.3.1.3 Caractéeres physico-chimiques

La mesure du pH apporte également des renseignements non négligeables puisque toute
variation du pH par rapport au pH optimum va avoir une répercussion nefaste sur les

spermatozoides.
Le pH de la semence de Chat est d’environ 7,4. L’ osmolarité serait de 320 a 343.5 mOsm/kg

selon Glover et Watson [26]. Johnston a observé un pH moyen de 6.6 et une osmolarité
moyenne de 325 mOsm/L [41].
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.3.1.4 Plasma séminal

Le plasma sémina du chat aun pH de 6,6. Sa densité est d’ environ 1,007 [41].

La fraction de la semence provenant des testicules et de I’ épididyme est riche en phosphatases

alcalines dont la concentration moyenne est de 160 000 U.L™ [41].

L e dosage des phosphatases alcalines permet d’ orienter le diagnostic des infertilités. En effet,
les phosphatases alcalines sont des marqueurs épididymaires, c'est a dire qu'elles sont
sécrétées au niveau de I’ épididyme. Si un éaculat, qui ne contient pas de spermatozoides, a
un taux nul en phosphatase alcaline, cela signifie que la fraction spermatique n’a pas été
gaculée. Ce phénomeéne peut se rencontrer lors d’ obstruction par exemple. Par contre, si le
taux de phosphatase alcaline est normal, cela signifie que la phase spermatique a bien été

g aculée et que le probleme se situe au niveau de la spermatogenese [22].

3.2 Etudemicroscopique

.3.2.1 Morphologie des spermatozoides

Le spermatozoide est le gaméte male fécond (photo 3). Il est constitué de trois parties
distinctes d’ un point de vue morphol ogique comme fonctionnel (figure 9):

_Latéte, allongée et ovale, comporte deux plans de symétrie (longitudinal et latéral) [71]. Elle
contient une chromatine condensee. Cette condensation lui conféere sa résistance aux
altérations. L e cytoplasme est recouvert d' un acrosome ;

_La partie intermédiaire contient des microtubules et des mitochondries qui assurent la
fabrication d’ ATP nécessaire a la survie, au déplacement et a la fonction de fécondation du
spermatozoide [71] ;

_Enfin, le flagelle est composé de microtubules permettant son ondulation et ains le

déplacement du spermatozoide et I’ accomplissement de la fécondation [71].



FIGURE 9 : SCHEMATISATION D’ UN SPERMATOZOIDE
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PHOTO 3 : SPERMATOZOIDE NORMAL ET VIVANT DE CHAT COLORE A

L"EOSINE-NIGROSINE

.3.2.2 Mobilité

Il sagit de déterminer le pourcentage de spermatozoides mobiles dans le prélévement. Cet
examen est dynamique. Un microscope avec une platine chauffante a 37°C permet de

reproduire in vitro les conditions que rencontreraient |es spermatozoidesin vivo.

Au faible grossissement, le sperme de bonne qualité a un aspect tourbillonnant évoluant par
vagues.

Au fort grossissement, |es mouvements des spermatozoides sont notés de 0 a5 selon la grille
de notation suivante [60] :

O=immobile.

1=petits mouvements sur place, de cbté, sans progression.

2=mouvements sur place, rapides, sans progression encore.

3=mouvements, sur place, rapides. Progression intermittente, par a-coups.

4=nette progression mais lente.

5=progression franche et rapide.
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Chez I'Homme, I’OMS (Organisation Mondiale de la Santé) propose la classification

suivante :

_type a: spermatozoides mobiles et progressifs dits fléchants;;
_type b : spermatozoides mobiles progressifs inefficaces dits lents;;
_type ¢ : spermatozoides mobiles non progressifs ;

_typed : spermatozoides immobiles;;

_type e : spermatozoides hyperactifs.

Une bonne corrélation a été démontrée entre la morphologie et les mouvements des

spermatozoides [84].

La semence du chat contient plus de 60% de spermatozoides mobiles en moyenne et la
motilité moyenne est de 4,5 [60].

Une semence normale de chat a une mobilité de 78% [76].

.3.2.3 Numération

Apresdilution, I" utilisation d’ une cellule de Thoma (photo 4) permet de compter |le nombre de
spermatozoides contenus dans |’ §acul at.

Ce nombre peut, ou non, étre compatible avec lafécondation d’ une femelle.

C’est laquantité de spermatozoides vivants et normaux qui conditionne le volume de dilueur
a rgjouter pour la cryoconservation et donc le nombre de paillettes. Il est important de
préciser, au propriétaire des paillettes, le nombre de doses fécondantes (nombre

d’inséminations réalisables avec les paillettes) permises par ces paillettes.

Une bonne semence de chat contient environ 57 millions de spermatozoides [76].
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PHOTO 4 : CELLULE DE THOMA
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.3.2.4 Pourcentage de spermatozoides vivants

Une coloration vitale a I’ éosine-nigrosine permet de classer les spermatozoides en mort ou
vivant [17]. Les spermatozoides morts ont leur membrane perméable et prennent une
coloration rosée. Les spermatozoides vivants ont une membrane imperméable et apparaissent
doncincolores[9].

Cet examen est toujours corrélé ala mobilité observée macroscopiquement.

.3.2.5 Anomalies : le spermocytogramme

La méme coloration a I’éosine-nigrosine permet de classer les spermatozoides selon les
catégories suivantes [55],(figure 10):

__normaux ;

_anomalies de téte (malposition, téte piriforme ou ronde, allongée ou étroite, microcéphalique

ou macrocéphalique, téte double, acrosome anormal) ;
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FIGURE 10 : ANOMALIESDES SPERMATOZOIDESCHEZ LE TAUREAU (D' APRES
OTT [55])
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_décapités;

_anomalies de la piece intermeédiaire (coudée, double, inexistante) ;

_anomalies du flagelle (enroul &, double, inexistant) ;

_gouttel ettes protoplasmiques (proximales, distales) ;

_présence de celules autres (cristaux de spermine, cellules épithéliales, leucocytes,

érythrocytes, cellules spermiogeéniques).

Autrefois, une classification permettait de distinguer les anomalies primaires (anomalies de
téte, de piece intermédiaire), liées a un probléme lors de la fabrication du spermatozoide, des
anomalies secondaires (anomalies de flagelles, décapités, gouttelettes protoplasmiques), liées
a un probleme lors de leur maturation [38]. Blom a ensuite suggéré, en 1973, d' utiliser la
terminologie de majeures et mineures pour désigner les anomalies selon leur aptitude a
refléter | état physiopathol ogique du testicule [55].

La présence de cellules autres en grande quantité permet de suspecter un probléeme infectieux

ou métabolique.

Un nombre trop important de spermatozoides anormaux, la présence de cellules anormales en
trop grande quantité (hématie, leucocyte) compromettent la cryoconservation de la semence.
Les spermatozoides anormaux mettent plus de temps a capaciter et a mener leur réaction
acrosomique que les spermatozoides normaux. Les acrosomes anormaux sont d ailleurs plus
fréguents chez les spermatozoides anormaux [47]. Les ovules fécondés par des
spermatozoides anormaux sont également moins aptes a mener a bien leur premiére division
[39].

Une bonne semence de chat contient moins de 4% d’ anomalies [76].

.3.2.6 Intégrité de I'acrosome

L’ acrosome est une vésicule dérivant de I’ appareil de Golgi qui coiffe le spermatozoide [14].
Il doit rester intact pour permettre au spermatozoide de rester fécondant. La réaction
acrosomique est nécessaire a la pénétration du spermatozoide dans la zone pellucide et a sa

fusion avec I’ovocyte. Elle se produit in vivo au cours du stade terminal de migration des
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spermatozoides vers le lieu de fécondation apres la capacitation [31], [14]. La capacitation se
produit également dans les voies génitales de la femelle et permet les influx de Ca®*
nécessaires a la réaction acrosomique ainsi qu'une hyperactivation du flagelle des

spermatozoides [6].

In vitro, elle peut se produire également en faveur de facteurs variables tels qu’ une osmolarité
trop élevée du milieu, un stockage a basse température dans un tampon Tris contenant du
jaune d’ oauf, la présence de cumulus oophorus ou de fluide folliculaire. Lorsque la réaction
acrosomique a lieu in vitro, les spermatozoides ne peuvent plus étre utilisés en insémination

car ils ne survivent pas longtemps.

La chute brutale de température est responsable d’ une augmentation de |’ atteinte acrosomale.
La cryoconservation favorise la capacitation. Un pourcentage élevé de spermatozoides
anormaux favorise les dommages acrosomaux [66]. Le pourcentage le plus élevé de perte de
I"acrosome lors d’ une conservation a 4°C se produit au cours des 24 premiéres heures [62],
ensuite le taux diminue plus doucement de I'ordre de 6 a 9% par jour. Lorsgue le
spermatozoide meurt, il perd son acrosome [14].

L’ acrosome est difficile a observer chez le chat méme avec un microscope de contraste a gros

grossissement. L’ emploi d’ un colorant adapté est donc nécessaire.

Une coloration rapide avec un colorant vert rapide contenant du fast green et du rose bengal

permet de classer les spermatozoides selon les catégories suivantes [62] :

_Acrosome intact : il prend aors une coloration bleu-violet en région antérieure de la téte du
spermatozoide.

_Réaction acrosomale dans les premiers stades: la région antérieure de la téte du
spermatozoide prend une coloration plus discrete al’ exception d’ un point.

_Réaction acrosomale dans un stade avanceé : il prend alors une coloration rose pale presgue

incolore.

Nous avons utilisé ce colorant dans notre étude personnelle.
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Cet examen est réalisé chez le chien avec une coloration au Spermac™® [70]. Cette coloration
donne d’ailleurs de meilleurs résultats car elle est plus pratique d' utilisation et plus facile a
interpréter.

Chez le chat, elle donne également de bons résultats. Elle peut également étre utilisée a la
place de I’ éosine-nigrosine pour réaliser un spermocytogramme mais elle ne colore pas toutes
les gouttel ettes cytoplasmiques. Chez le chat, les gouttel ettes cytoplasmiques sont fréquentes
surtout si la semence provient de I’ éididyme. La coloration au Spermac™® pour réaliser les

spermocytogrammes N’ est donc pas utilisée en routine.

.3.2.7 Intégrité plasmatique : test hypo-osmotique

Les spermatozoides normaux ont une membrane qui a une bonne capacité de déformation
notamment en milieu hypo-osmotique. Cette souplesse membranaire est nécessaire a la
fécondation lors de lafusion avec |’ ovocyte.

Le test hypo-osmotique permet d’ évaluer cette capacité a la déformation. En plongeant les
spermatozoides dans un milieu hypo-osmotique, on observe leur capacité a se déformer. Les
spermatozoides normaux prennent un aspect recourbé voire enroul € alors que les anormaux ne

se déforment pas et restent longilignes[22].

.3.2.8 Condensation de la chromatine

La compétence des spermatozoides met en jeu une bonne condensation de la chromatine
pendant la spermiogenése, sa bonne stabilisation pendant 1a maturation épididymaire et une
décondensation rapide aprés la fusion avec I’ovocyte. La stabilisation de la chromatine est
obtenue par I’'interaction de protamines avec I’ADN. Ces protamines prennent la place des
histones lors de la spermiogenése. La condensation est stabilisée par |’oxydation des
protamines et |aformation de ponts dissulfides lors de |la maturation dans I’ épididyme [37].

L e pourcentage de spermatozoides colorés au bleu d’ aniline (marquant la présence d’ histone)
décroit de la téte (31.8%) a la queue de I’ épididyme (7.8%) [37]. Une coloration avec
I"acridine orange fluorescente montre que 86,5% des spermatozoides de la queue de
I’ épididyme ont leur chromatine bien condensée, c'est a dire résistante a la dénaturation par
I”acide.
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Le pourcentage de bonne condensation de la chromatine ne peut pas étre relié a d autres
critéres de la semence comme le nombre de spermatozoides ou la mobilité. 1| n’est pas non
plus en relation avec |’ &ge des chats. [37].

L’ évaluation de la chromatine permet d apprécier la qualité de la semence et d' évauer la
spermatogenese et la maturation dans |’ épididyme, souvent défectueuses chez le Chat.

.3.2.9 La transmigration membranaire [70]

Cet examen permet d’évaluer le pourcentage de spermatozoides capables de traverser une
membrane unipore en étant soumis a un contre-courant pendant une unité de temps. Le
pourcentage, noté TMR, est donné directement par |’ appareil de migration qui a été inventé en
1986 par Holzmann. L’ appareil d'Holzmann est constitué d une chambre d'essai et d’'une
chambre cible séparée par une membrane unipore. Le tout est porté a 38°C. Pour sa
réalisation, 100""L de semence sont placés dans la chambre d'essai. Les pores de la
membranes mesurent 8''m et e contre-courant a une vitesse de 5 mL.h™. Aprés trois minutes
de migration, le contenu de la chambre cible est analysé et les spermatozoides ayant migré
qu’il contient sont dénombrés. Le rapport est alors fait avec le nombre de spermatozoides que
contenaient les 100"'L de semence du départ.

Schéffer et Holzmann ont trouvé une moyenne de TMR égale a 76% dans leurs essais sur

sperme épididymaire de chat.

3.3 Anomaliesdela semence[23]

La semence peut présenter diverses anomalies:

_I"absence total e de spermatozoides nommée I’ azoospermie ;

_|I"absence de sperme nommeée |’ aspermie ;

_lafaible quantité de spermatozoides nommee |’ oligozoospermie ;

_lafaible quantité de semence nommeée |’ oligospermie ;

_laforte proportion de spermatozoides anormaux nommée |la tératozoospermie ;

_le manque de mobilité des spermatozoides nommée |’ asthénospermie ;
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_dans les cas les plus graves, [|'oligozoospermie coétoie la tératozoospermie et

I” asthénozoospermie, on parle alorsd AOT.

Ces différentes anomalies peuvent avoir diverses origines : primaires et secondaires [10].

.3.3.1 Anomalies primaires

3.3.1.1 Anomaliesliée a une cause anatomique

Chez certains individus, les testicules ne sont pas développés, ¢’ est | hypoplasie testiculaire
qui est responsable d’ aspermie ou d’ azoospermie. Une mauvaise descente des testicules dans
les scrotum (ectopie testiculaire : cryptorchidie, monorchidie) peut également étre al’ origine
de désordres au niveau de la semence. Une agénésie des conduits déférents, des anomalies du
penis, des glandes annexes ou de |’ os pénien peuvent étre al’ origine d’infertilité chez le méle
avec aspermie ou azoospermie.

Une anomalie au niveau de la fermeture du col vésical peut permettre une éaculation
rétrograde dans la vessie et donner une pseudo-aspermie.

.3.3.1.2 Anomaliesliées ades troubles hormonaux

Tout dysfonctionnement hormonal ( central :GnRH, FSH, LH ; gonadique ou périphérique:
thyroide, surrénales) a des répercussions sur la spermatogénese et est responsable de

modifications au niveau de la semence.

3.3.1.3 Anomalies liées au patrimoine génétique

Une anomalie du caryotype ou une anomalie chromosomique peut aussi atérer la qualité du
sperme.
La qualité de la semence est un caractere génétique fortement héritable qu’il ne faut donc pas

négliger dans |les programmes de sélection et d’ améioration des races [27].



3314 Anomaiesliéesal’ ége

Un animal trop jeune ou trop vieux aura une qualité de semence défectueuse. La fertilité

diminue avec I’ &ge comme chez toutes | es espéces.

.3.3.2 Anomalies secondaires

3.3.21 Anomaliesliées aux glandes annexes

Une anomalie des glandes bulbo-urétrales ou de la prostate peut interférer avec laqualité de la

semence.
Ces anomalies peuvent étre congeénitales ou acquises lors d'infection.

3.3.22 Anomalies liées a une pathologie urinaire

Une infection du tractus urinaire a des répercussions sur la qualité de la semence en atérant le

pH du plasma séminal (alcalinisation).

3.3.2.3 Anomaliesliées aun agent infectieux

Toute infection du tractus génital ou de I’ appareil génital atére la qualité de la semence. De
méme, toute maladie générale a également des effets néfastes sur la qualité de la semence.

3.3.24  Anomalies liées a des affections de I’ organisme

Les maladies auto-immunes, les affections organiques (insuffisance rénale ou hépatique,
diabéte, etc.) sont responsables d’un affaiblissement de I’ organisme se reflétant au niveau de

laqualité de la semence.



3.3.25 Anomaliesiatrogenes

Certains médicaments ont un effet néfaste sur la spermatogénése. C'est le cas notamment des
anabolisants, des antiandrogenes, des corticoides, de certains antibiotiques, du kétoconazol e et
autres. Il est donc recommandé de vérifier I'innocuité de tout médicament utilisé chez un méle

reproducteur.

3.3.26  Anomaliesidiopathiques

Dans la plupart des cas d'infertilité, il est encore difficile de déterminer la cause. Le
spermogramme permet d’identifier les anomalies responsables de I’infertilité au niveau de la

semence et d’ orienter e diagnostic.

34 Caractéristiques de la semence obtenue dans la littérature selon la technique de

récolte utilisée

.3.4.1 Caractéristigues moyennes de la semence obtenue par vagin artificiel dans

la littérature

(Tableau ).

D’ aprés Pope, cette méthode permet d’ obtenir de la semence avec une mobilité avoisinant les
90%, un volume d’environ 0,3 mL et une concentration d environ 550.10°%mL [62]. Sojka a
obtenu un volume de 0.04ml avec 57.10° spermatozoides [79]. Platz a obtenu quant & lui un

nombre moyen de spermatozoides de 60.10° avec une mobilité de 82% [61].

La semence récoltée par vagin artificiel est moins volumineuse mais contient plus de

spermatozoides que celle récoltée par électrogaculation [19].
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TABLEAU | : CARACTERISTIQUESMOYENNESDE LA SEMENCE DE CHAT

PRELEVEE PAR VAGIN ARTIFICIEL RELEVEESDANSLA LITTERATURE

Auteur Sojka[80] Seager [72] Platz [60] Dooley [19] Pope [62]
M obilité (%) 78 60 295 82.5 58
Motilité 4545
Volume (mL) 0.04 0.02a0.12 0.04 0.06 0.38
Concentration 17.3 541
(10%mL)
Total par 57.10° 154130.10° |  60,7.10° 60,97.10°
€ aculat
Spermatozoides
normaux (%)
Viabilité (%) 67 90.1
Acrosomes 80a9%%6
normaux (%)
pH 7.4 8.32

.3.4.2 Caractéristigues moyennes de la semence obtenue par électroéjaculation

dans la littérature

(tableau I1)

La mobilité moyenne du sperme récolté par cette méthode est de 79% et |le pourcentage de
spermatozoides vivants est de 95% [32]. Le volume recueilli varie entre 0.014 et 0.5 mL [63].
Il est plus important que celui recueilli par vagin artificiel car la prostate est stimulée lors de
' @ ectrogjacul ation. Le nombre de spermatozoides recueillis moyen est de 5 x 10° [36].

Axner a montré que lorsque deux éectrogaculations sont réalisées sur le méme chat a 10
minutes d'intervalle, le deuxieme prélévement contient moins de formes anormales que le

premier [2].
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TABLEAU |l : CARACTERISTIQUESMOYENNESDE LA SEMENCE DE CHAT

PRELEVEE PAR ELECTROEJACULATION RELEVEE DANSLA LITTERATURE

Auteur Seager Patz Dooley | Herron Roth Long Harris
[72] [60] [19] [36] [67] [47] [32]
Mobilité (%) | 60a95 60 65 80 82.1 66.2
Motilité 45a5 4.9 4.1
Volume(mL) | 0.1a05| 0.233 0.26 0.019a 0.245
0.284
Concentration 307.10° | 22.3.10°
(/mL)
Total par 15a4 | 28.10° | 42.7.10° | 0.32a
& aculat 130.10° 49.6.10°
Sper matozoides 69 7.7
normaux (%)
Viabilité (%) 73 91
Acrosomes 92.3
normaux (%)
pH 8.61

.3.4.3 Caractéristigues moyennes de la semence obtenue par dissection de

I'épididyme dans la littérature

(tableau 111)

Goodrowe a obtenu une mobilité moyenne de 52% avec 65 a 75 % de spermatozoides

normaLix et une concentration moyenne de 80 x 10%/mL [28].

Les anomalies les plus souvent rencontrées sont les anomalies de piéce intermeédiaire (environ

6% d apres Stachecki), de flagelle (environ 4% d'aprés Stachecki) et des gouttelettes
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cytoplasmiques (environ 5% d’ apres stachecki) [84].
Bowen et Niwa ont montré que le sperme épididymaire pouvait féconder un ovule in vitro
sans capacitation préalable. Le temps de capacitation est trés court que ce soit pour le sperme

obtenu par électrogaculation ou pour le sperme épididymaire [8], [53].

Cependant, les spermatozoides épididymaires montrent un taux éevé de réaction acrosomique

spontanée surtout aprés cryoconservation ce qui les rend impropres ala fécondation [46].

TABLEAU |1l : CARACTERISTIQUESMOYENNESDE LA SEMENCE DE CHAT

PRELEVEE PAR DISSECTION DE L'EPIDIDYME RELEVEESDANSLA LITTERATURE.

Auteur Goodrowe [29] Harris[32] Hingst [37] Spindler [81]
Mobilité (%) 51.9 79.3 63.8 57.3
Motilité 31 2.8
Volume (mL)
Concentration 80.3.10°
(/mL)
Total 95.5.10° par 5.4.10°g
testicule d’ épididyme
Sper matozoides 51 64.3 254
normaux (%)
Viabilité (%) 95.2 77.4
Acrosomes 92.3 92.5
normaux (%)
pH
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4 Cryoconservation de la semence de Chat et insémination artificielle

4.1 Dilueur

4.1.1 Généralités : altérations induites par la congélation

Une cellule peut souffrir de différents types d’ altérations :

_la rupture des membranes plasmatiques liée a |I’augmentation du volume cellulaire s le
milieu est hypotonique. Les spermatozoides anormaux sont alors les plus sensibles [65]. Les
spermatozoides sont d autant plus sensibles que la variation est soudaine [26] ;

_une déchirure lors de variations rapides de la surface de la cellule ;

_une déshydratation cellulaire si le milieu est hypertonique. Les spermatozoides des chats
sont cependant plus résistants a un choc hyper-osmotique qu’ a un choc hypoosmotique [65] ;
_I"apparition de cristaux intra-cellulaires.

Les deux derniéres altérations sont celles rencontrées lors de la congélation.

Selon le modéle de Mazur, la transformation en glace de I'eau contenue dans le dilueur,
provoque sa concentration. Le milieu devient donc hypertonique et est a I’origine de la
déshydratation des cellules. Toutefois, si |a baisse de température est trop rapide, les cellules
n’ont pas le temps de se déshydrater et I’ eau intra-cellulaire se transforme a son tour en glace

entrainant la formation de cristaux intra-cellulaires, néfastes pour la cellule.

Ces dltérations varient selon le milieu, selon la vitesse de congélation (s €elle est lente, les
cellules se déshydratent avant congélation et il n'y a pas de cristaux intracellulaires, si elle est
rapide, les cellules n’ont pas e temps de se déshydrater et il y a alors formation de cristaux
intra cellulaires). La chute de température doit permettre d’ atteindre un compromis entre ces 2

altérations.

Elles varient aussi selon la profondeur du congelat. Les cellules normales sont a la périphérie
de la paillette pour le dilueur riche en lait. Pour un dilueur qui contient moins d'eau tels que

les dilueurs riches en jaunes d’ oauf, on obtient un anneau de cellules normales avec en
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périphérie des cellules déshydratées et au centre des cellules avec des cristaux intra-

cellulaires.

L’intérét du dilueur est donc de limiter ses altérations. Il est toutefois important de ne pas
perturber I’osmolarité du milieu dans lequel baignent les spermatozoides. Suite a une
variation de I’osmolarité, la mobilité des spermatozoides décroit plus rapidement que leur
membrane s atere [65]. Un retour abrupt a |’isotonicité aprés un choc hyperosmotique
provoque de nombreux dommages membranaires aux spermatozoides [65]. Cependant, les
dilueurs hypertoniques protégent plus les spermatozoides que les dilueurs isotoniques lors la
cryoconservation [26]. Il est donc important d’ gjouter celui-ci au goutte a goutte pour éviter

les variations brutales d’ osmolarité et de vérifier lamobilité apres|’ gjout de dilueur.

L’ gjout d’un cryoprotecteur permet de diminuer latempérature a laquelle se forme le premier
cristal de glace et permet ainsi d’ obtenir une congélation homogene ¢’ est a dire avec un seul
type de cristal. Une quantité de dilueur trop importante entraine une cristallisation hétérogene

qui est néfaste pour la congélation de la semence [13].
L’ gout d’ antioxydants, tels que la superoxyde dismutase, la catalase, le cytochrome ¢ ou la

glutathion peroxydase, permet d'améliorer la mobilité et de préserver I'intégrité de

I” acrosome [52].

4.1.2 Composition du dilueur

Plusieurs types de dilueurs ont déja été testés dans |a littérature (tableau 1V).
Chez le Tigre, Donoghue a utilisé un dilueur constitue de 20% de jaune d’ ceuf, 11% de lactose

et 4% de glycérol et a obtenu de bons résultats avec une mobilité égale a environ 86% de la

mobilité obtenue sur la semence avant congélation [16].
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TABLEAU |V : COMPOSITION DESDILUEURSUTILISESDANSLA LITTERATURE

POUR LA CRYOCONSERVATION DE LA SEMENCE DE CHAT.

AUTEUR COMPOSITION DU DILUEUR POUR LA
CRYOCONSERVATION DU SPERME DE CHAT
Platz 1978[61] 20% de jaune d’ cauf, 1% de lactose, 4% de glycérine dans de |’ eau
déionisée avec 1000pg/mL de streptomycine sulfate et 27000UI/mL
de pénicilline G sodium.
Hay 1993[34] Dilueur 1: 2.42g de TRIS, 1.38g d’ acide citriqgue monohydrate, 1g

de fructose, 20% de jaune d’ cauf et 3% de glycérol

Dilueur 2 : 2.42g de TRIS, 1.26g d’ acide citrique monohydrae, 1g
de glucose, 20% de jaune d’ cauf et 3% de glycérol

Dilueur 3: 119 de lactose, 20% de jaune d' ceuf et 3% de glycérol
Lesdilueurs 1 et 2 procurant une meilleur protection que le dilueur
3.

Stachecki 1994[83]

Tes-TRIS avec jaune d’ cauf contenant 10% de glycérol

Lengwinat 1994[46]

Tes- TRIS avec 15% de jaune d’ cauf et 7.5% de glycérol

Jewgenow 1997[40]

Tes-TRIS avec 15% de jaune d' cauf et 7.5% de glycéral

Tsutsui 2000[87]

Dilueur 1: Trisavec jaune d’ oauf, fructose, acide citrique et 7% de
glycéral

Dilueur 2 : Solution de citrate de sodium avec jaune d’ oauf et 7%
de glycérol

Ledilueur 1 procurant une meilleur protection que le dilueur 2.

Zambelli 2001[89]

TRIS avec 20% de jaune d’ cauf et 8% de glycérol

Olar, pour la semence de Chien, et Hay, pour la semence de Chat ont montré que le glucose

ou le fructose comme source d énergie donnent de meilleurs résultats que le lactose,

certainement a cause de la différence d’ osmolarité du dilueur obtenu [54], [34]. Le lactose

donne une osmolarité plus é evée que le glucose ou le fructose.

Stachecki a étudié I'gjout de stimulants sur la mobilité aprés décongéation. La Caféine, la

pentoxyfilline ou la 2’ -deoxyadenosine, pourrait étre intéressantes pour augmenter la fertilité

des spermatozoides de Chat cryoconservés en augmentant leur mobilité et en provoguant une

hyperactivation sans avoir d’ effet sur leur survie along terme [83], [82].
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Nous avons chois de tester un dilueur canin dans notre éude personnelle car nous en
disposions au C.E.R.C.A de |’Ecole Nationale Vétérinaire d' Alfort et que sa composition se
rapproche de celle des dilueurs félins décrits dans la littérature (voir deuxiéme partie 1.2.1.

Préparation du dilueur).

4.2  Techniques de cryoconservation de la semence des carnivores utilisées dans la

littérature et au Centre d’Etude en Reproduction des Carnivores (C.E.R.C.A))

Plusieurs techniques ont été utilisées dans la littérature pour congeler de la semence de Chat
(tableau V).

Chez le Chien, la technique employée est proche de celles utilisées dans la littérature pour la
semence de Chat :

Le prélévement dilué doit étre réfrigéré pendant une heure pour obtenir une température
homogene de 4°C. Aprés dilution au goutte a goutte avec un dilueur adapté, la semence est
conditionnée en paillettes de 0.25ml scellées [54]. Ce conditionnement est le plus efficace
pour lutter contre les effets néfastes de la congélation car |a température reste toujours quasi-
homogeéne dans tout le prélévement [89]. Les paillettes sont au préalable identifiées (nom de
I’animal, tatouage, date de congélation). Elles sont remplies a 4°C et gardées a cette
température pendant une dizaine de minutes pour ré-homogénéiser la température de la
semence. Elles sont ensuite placées dans les vapeurs d’ azote pendant 15 minutes avant d’ étre

plongées, dans des visotubes pour faciliter le repérage, dans |’ azote liquide a—196°C.

Le taux de descente en température lors de la cryoconservation de sperme de Chat est
importante a prendre en compte. Zambelli a testé différents taux de descente en température.
Une perte de 3.85°C/min permet d’ obtenir la meilleure mobilité et le meilleur pourcentage

d’ acrosomes normaux [89].

Comme nous ne disposions pas de congélateur programmable pour appliquer la technique
utilisée par Zambelli, nous avons choisi d appliquer la technique employée chez le chien au
C.E.R.CAA. dans notre étude personnelle (voir deuxieme partie 1.2.3. Congélation des

paillettes). Cette technique est proche de celle utilisée par Hay [34].
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TABLEAU YV : DESCRIPTION DESTECHNIQUESUTILISEESDANSLA LITTERATURE

POUR LA CRYOCONSERVATION DE LA SEMENCE DE CHAT.

AUTEUR TECHNIQUE DE CRYOCONSERVATION UTILISEE POUR
LA SEMENCE DE CHAT
Platz 1978 [61] Dilution au ratio|1:1 avec le|dilueur, équilibration a 5°C pendant 20
minutes (-1°C/min), mise en pallets de la semence et congélation
dans la glace carbonique puis dans I’ azote liquide a—196°C.
Hay 1993 [34] Equilibration a 5°C pendant deux heures, dilution avec le dilueur

contenant du glycérol, équilibration a 5°C pendant 30 minutes,
transfert de la semence dans des paillettes de 0.5mL, congéation
horizontale dans les vapeurs d’'azote a —120°C pendant 15 minutes

puisimmersion dans |’ azote liquide a—-196°C.

Stachecki 1994 [83]

Concentration de la semence & 100.10° spermatozoides/mL, transfert
dans des cryotubes de 1.5mL, congélation dans les vapeurs d azote
pendant 12 minutes puisimmersion dans|’ azote liquide.

Lengwinat 1994 [46]

Echantillons de semence conservés a 4°C pendant 3 heures puis
congélation a I'aide d'un congéateur programmable: -1°C/min
jusgu’ a —25°C puis —30°C/min jusqu’a —100°C puis immersion dans

I”azote liquide.

Jewgenow 1997 [40]

Utilisation d’un congélateur programmable

Tsutsui 2000 [87]

Concentration de la semence & 1.10° spermatozoides/mL, transfert
dans des paillettes de 0.25mL puis congélation dans un congélateur

programmable.

Zambdlli 2001 [89]

Semence répartie en doses de 200uL contenant 40.10°
spermatozoides, transfert dans des paillettes de 0.25mL, équilibration
de la température a 5°C pendant 25 minutes puis congélation dans un

congélateur programmable a un taux de —3.85°C/min.



http://www.rapport-gratuit.com/

4.3 Décongélation

La décongéation doit étre rapide pour limiter les Iésions de la membrane et ne pas affecter la
mobilité des spermatozoides [4]. Les paillettes sont donc plongées directement dans un bain-
marie a 37°C pendant 30 secondes [89]. La mobilité de la semence est ensuite évaluée. La
semence peut alors étre inséminée dans les voies génitales de la femelle que ce soit a |’ aide
d une sonde urinaire de 1 mm de diamétre directement dans le vagin [50] ou dans |’ utérus lors
d une laparotomie [28].

L e sperme récolté par vagin artificiel résiste mieux ala cryoconservation que celui obtenu par
électrogaculation ou que le sperme épididymaire [61].

En 1992, d' apres Goodrowe, la mobilité observée aprés congélation est diminuée de 30 a 40%
par rapport a la mobilité observée avant congélation. Le taux d acrosome intact est de moins
de 20% et le taux de fécondation obtenu est de moins de 2% [28]. Le taux de réaction
acrosomique spontané est élevé [46]. Hay a observé une chute de 67% d’ acrosomes normaux
avant congélation a 18% apres décongélation [34]. La stabilité de la chromatine est également
réduite [40].

Jewgenow a montré gu’en moyenne, le pourcentage de mobilité du sperme de chat chute a
53% alors qu'il est de 75% pour le sperme frais [40]. Tsutsui a obtenu une semence dont la
mobilité moyenne apres décongélation est de 30% [87].

La cryoconservation altére le pouvoir de fécondance des spermatozoides. Le taux de fusion
des zygotes obtenus par des spermatozoides cryoconservés et significativement plus bas que

celui obtenu par des spermatozoides frais [46].

44 Insémination artificielle chez le Chat

Une concentration de 5 x 10° &3 x 10° spermatozoides dans 0.1 40.2 mL de semence (plus ou
moins diluée) [77] permet d'inséminer une femelle, 48 heures apres avoir déclenché
I” ovulation par injection de hCG (50 Ul/kg IM) [28], [48], [79]. L’ ovulation se produit 25.5 a
26 heures apres I'injection d’hGG [31]. La semence peut étre recueillie par vagin artificiel,
électrogjaculation ou par dissection de I’épididyme. Cependant les meilleurs résultats sont

obtenus avec de la semence fraiche collectée par vagin artificiel et comprenant au moins
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80.10° spermatozoides [85]. Pope a montré qu'une concentration de 218 # 54.10°
spermatozoides par mL avec 70% de mobilité donne des bons taux de réussite en
insémination artificielle [63]. Donoghue montre, quant a lui, qu’une dilution de la semence
fraiche avec un milieu KRB pour obtenir une concentration de 2.10° spermatozoides par mL

avec une mobilité de 75% donne des bons taux de fécondation [15].

La semence est déposée directement dans le vagin a |’ aide d’'une sonde urinaire de 1mm de
diamétre [50], [85]. Depuis le lieu de dépbt, les spermatozoides vont alors gagner I’ oviducte
par leur mobilité propre mais auss et surtout par les contractions rétrogrades du tractus
génital femelle. L’ acidité vaginale est néfaste aux spermatozoides. Les sécrétions des glandes
annexes (bulbo-urétrale et prostatique) permettent de neutraliser cette acidité et donc d’ assurer

la survie des spermatozoides dans les voies génitales de lafemelle [45].

Bien qu'ayant subi une premiére maturation lors de leur trgjet dans |'épididyme, les
spermatozoides qui arrivent dans le tractus génital de la femelle ne sont pas encore
fécondants. Pour le devenir, ils doivent subir la capacitation [31]. C’est alors qu'ils pourront

enchainer leur réaction acrosomale pour fusionner avec le gamete femelle et |e féconder [45].
Tsutsui a obtenu un taux de fécondation de 57.1% lors d’insémination intrautérine unilatérale

avec de la semence de chat congelée [87]. Zambelli a obtenu des embryons de bonne qualité

chez deux chatte inséminées en intrautérine avec de la semence de Chat congelée [89].
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DEUXIEME PARTIE: ETUDE PERSONNELLE.
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Dans cette partie, la semence sera récoltée soit par électroéjaculation, soit par dissection de
I’ épididyme d’' une fagon simple, réalisable en clinique vétérinaire. Nous verrons quelle est sa

qualité en réalisant un spermogramme et testerons sa résistance a la cryoconservation.

.1 Matériels et Méthodes

1.1 Animaux

Nous avons électrogjaculé 8 chats méles adultes &gés de plus d'un an: 2 provenant de la
Société Protectrice des Animaux d’lle de France, 4 provenant d' éleveurs et 2 provenant de la
chatterie du service de reproduction de |’ Ecole Nationale Vétérinaire d' Alfort et nous avons
récolté le sperme épididymaire de 15 chats mées présentés en consultation a |'Ecole
Vétérinaire de Maisons-Alfort pour castration, ceux-ci étant le plus souvent &gés de moins

d'un an.

1.2 . Récoltedu sperme

.1.2.1 Electroéjaculation

La technique que nous avons utilisée est |égerement différente de celle décrite dans la
littérature. Nous avons choisi cette technique car c’'est celle utilisée au Centre d Etude en

Reproduction Assistée des Carnivores et qu’ elle a déja donné des résultats satisfaisants.

Pour réaliser une éectroéjaculation, le chat doit étre au préal able anesthesié.
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Nous avons donc anesthésié les étalons avec de la kétamine: (5mg/kg 1V soit 0.05mL/kg
d’ Imalgéne 1000"° ou 10mg/kg IM soit 0.1mL/kg d’' Imalgéne 1000™P) et du midazolam (0.3
mg/kg soit 0.06mL/kg IM d’ Hypnovel™® en ampoule de 5mg pour 1mL).

Aprés avoir sondé le chat a |’ aide d’ une sonde urinaire de diamétre 1mm (Canule de Jackson
pour Chat; 1,0mm OD x 11.0cm; REF 303/825/030; SIM S Trademarks) enfoncée sur
environ 5cm, nous 'y avons raccordé un corps de seringue a insuline pour éviter de perdre de
la semence s toutefois la quantité était trop importante par rapport au volume de la sonde.
Nous avons retiré le piston de la seringue car son caoutchouc est spermicide. La semence

monte dans le corps de la seringue par capillarité (photo 5) [51].

Nous avons ensuite vidé e rectum al’ aide de la sonde rectale de I’ électroéjacul ateur lubrifiée
avec du gel échographique. Puis nous I’ avons réinsérée dans le rectum sur une longueur de 8

cm, les électrodes étant orientées ventralement [18].

Pour chague é ectroéjaculation, nous avons réalisé cing cycles de la maniére suivante [51] :

- Nous avons monté le voltage en 2s jusgu’ a I’ extension des postérieurs et la protusion des
griffes (photo 6). Le voltage ne devant pas dépasser 6V pour ne pas provoguer la miction
[51] ;

- Nous avons maintenu le voltage maximum pendant 3s;

- Nous avons redescendu | e voltage rapidement ;

- Nous avons marqué un repos de 4s;;

- Apres avoir répété une dizaine de fois les quatre premiéres étapes, nous avons maintenu
le voltage maximal pendant quel ques secondes et nous avons réalisé des mouvements de va et

vient dans le rectum avec la sonde.

Apres chaque cycle, nous avons recueilli le sperme contenu dans la sonde urinaire dans un
tube Eppendorf de 0.5mL.
NB : le prélevement pourra étre centrifugé et/ou dilué dans du PBS afin d’homogénéiser au

maximum les concentrations des prélevements dans les paill ettes.
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PHOTO 5 : RECOLTE DU SPERME ELECTROEJACULE PAR CAPILLARITE DANSUN

CORPS DE SERINGUE A INSULINE

PHOTO 6 : EXTENSION DESPOSTERIEURSET PROTUSION DES GRIFFESLORSDE

L'ELECTROEJACULATION
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.1.2.2 Récolte du sperme épididymaire

Nous avons choisi la technique de récolte du sperme épididymaire par dissection, incision et

incubation des épididymes car elle nous semblait la plus facile a mettre en cauvre.

Apreés castration, nous avons disséqué les testicules pour ne récupérer que les épididymes.
Nous les avons placées dans une boite de Pétri contenant du milieu PBS (solution saline
tamponnée au phosphate contenant 0.3% de sérum de veau fodal ; 100cc milieu de collecte
d embryons tampon phosphate concentré 10x ; 00250 ZT156 ; Instruments de Médecine
Vétérinaire; L’ Aigle) [34]. Celle-ci peut étre conservée au réfrigérateur (5°C) pendant 12h.
Nous avons disséqué les queues des épididymes sur 4mm et les avons placées dans une boite
de Pétri contenant 300uL de PBS. A I'aide d’ une lame de scalpel n°15, nous avons incise les
épididymes sur toute leur longueur pour libérer les spermatozoides (figure 11).

Cette libération des spermatozoides nécessite une incubation a 38°C a 5% de CO, pendant
30min. [81]. Nous avons ensuite écarté le tissu épididymaire. Nous avons centrifugé le milieu
ainsi obtenu pendant 8min a 300g. Nous avons écarté le surnageant et avons remis le culot en
suspension dans 200uL de PBS dans un tube Eppendorf de 0,5 mL.

NB : la quantité de dilueur a rajouter était variable toujours dans le souci d’ homogénéiser la
concentration des différents prélévements dans les paillettes.

1.3 Conservation du sperme

.1.3.1 Préparation du dilueur

Nous avons dilué le sperme récolté avec du dilueur utilisé pour la congélation du sperme de
chien contenant du glycérol et du jaune d’ cauf :

_Ledilueur initial est composé de:
Tampon tris : 6.052g
Acide citriqgue monoOH : 3.4g
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Fructose : 2.5g

Pénicilline : 200 000 Ul
Dihydrostreptomycine : 0.2g
Glycérol : 12mL

Eau distillée : QSP 200mL

_Ledilueur final est obtenu en mélangeant 8 dixiemes de dilueur initial contenant du glycérol

avec 2 dixiemes de jaune d’ oauf.

Le dilueur a été conservé au réfrigérateur a température positive et a été sorti une heure avant

son utilisation pour étre utilisé a température ambiante.

.1.3.2 Dilution du préléevement avec le dilueur

Apres avoir évalué laqualité de la semence, nous avons dilué le prélevement.

Un gaculat de 5 millions de spermatozoides permet de féconder une chatte [79], [10]. La
mobilité moyenne du sperme de chat attendue est de 70% pour le sperme §aculé et de 50%
pour le sperme épididymaire [32]. Pour assurer la fécondation, nous avons donc plutét
cherché & obtenir une paillette de 0,25 mL contenant 10 millions de spermatozoides en
complétant avec du dilueur selon le schéma suivant :

Prenons un échantillon contenant A spermatozoides dans B mL. Le volume de dilueur a
rajouter a été calculé par I’ équation suivante :

A divisé par 10 millions nous a donné le nombre C de paillettes de 0.25 mL.

C x 0.25 nous adonné le volume total D a obtenir.

Le volume de dilueur aragjouter était alorsde D — B.

Exemple:

Si nous récoltons un gaculat de 0.3 mL contenant 30 millions de spermatozoides.

Il faudra 30/10 = 3 paillettes de 0.25mL soit un volume total de 3 x 0.25=0.75 mL.
[l faut donc rajouter 0.75 — 0.3 = 0.4 mL de dilueur.

Le dilueur a été rajouté délicatement dans le prélevement au goutte a goutte pour éviter un

choc osmotique.
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FIGURE 11 : DISSECTION DESEPIDIDYMESET RECOLTE DU SPERME

EPIDIDYMAIRE
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toute leur longueur

Centrifugation

>
300g pendant 8 minutes \./
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.1.3.3 Congélation des paillettes

La technique utilisée est celle utilisée couramment chez le chien au Centre d’'Etude en
Reproduction des Carnivores de |I’Unité de Médecine de I'Elevage et du Sport a I’Ecole
Vétérinaire d’ Alfort.

Le prélevement dilué a été réfrigéré pendant une heure pour obtenir une température
homogene de 4°C.

Les paillettes ont été préalablement identifiées (nom du chat, tatouage, date de congélation)
sont ensuite remplies a4°C et scellées mécaniquement toujours a4°C (photo 7).

Nous les avons alors placées dans les vapeurs d'azote a —70°C pendant 15 minutes
(congélation horizontale) avant de les plonger dans |'azote liquide a —196°C, dans des

visotubes pour faciliter leur repérage dans la cuve (photo 8).

1.4  Décongélation

Apres 2 jours de conservation dans |’ azote liquide, 1a qualité du prélévement ne varie plus et
on peut décongeler une paillette pour évaluer la dégradation survenue suite ala congélation.

La décongélation a été réalisée rapidement. Nous avons placé les paillettes directement de
I’ azote liquide dans un bain-marie a 37°C. Une décongélation rapide n’ affecte pas la mobilité

delasemence[4].

Nous avons aors réalisé un spermogramme pour évaluer la mobilité immédiate et a 1H30 de
la semence décongel ée, ainsi que |’ atteinte portée aux acrosomes.

NB : en vue d’ une insémination, le prélévement est décongelé de la méme maniére et est
inséminé en intra-vaginal. 48 heures auparavant, I’ovulation aura éé provoguée par une
injection de 50 Ul/kg d’hCG [48]. La semence de plusieurs paillettes peut étre centrifugée et
le culot remis en suspension dans 0.2mL pour contenir plus de 5.10° spermatozoides viables.
Une quantité plus élevée de semence inséminée chez une chatte provogue immanguablement

du reflux [49].
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PHOTO 7 : PAILLETTESET VISOTUBESUTILISESPOUR LA CRYOCONSERVATION

DE LA SEMENCE DE CHAT

PHOTO 8 : CUVE A AZOTE LIQUIDE POUR CONSERVER LESPAILLETTES
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1.5 Testsdecomparaison : le spermogramme

L’ examen du sperme est réalisé selon les criteres envisagés dans notre premiere partie sur une
quantité de 20uL de semence avant et apres congélation. La congélation peut, en effet, altérer
considérablement la semence [27]. Il est alors intéressant d estimer la résistance de la

semence.

1.5.1 Mobilité

Il S'agit de déterminer le pourcentage de spermatozoides mobiles dans le prélévement. Nous
avons placé 5uL de semence entre lame et lamelle sous microscope a platine chauffante a
37°C au grossissement x 200 puis au grossissement x 400.

Nous avons apprecié le pourcentage de mobilité en comptant les spermatozoides immobiles
sur le fond de lalame par rapport aux spermatozoides mobiles évoluant a coté [76].

Ce paramétre est bien entendu subjectif et a été pondéré lors de la comparaison des résultats.

.1.5.2 Numération

A I’ aide de pipettes Eppendorf, nous avons dilué 5uL. de semence dans 45uL de solution de
NaCl a 3% pour obtenir une dilution au dixieme. La concentration est mesurée en utilisant
une cellule de Thoma (photos 9 et 10) de la maniére suivante :

_Nous avons additionné le nombre de spermatozoides contenus dans 5 grands carreaux de la
grille pour obtenir le nombre A (figure 12).

_En divisant A par le volume des cing grands carreaux (1/250 mm? x 5) et en multipliant par
la dilution (10), nous avons obtenu B = A x 500 qui est la concentration en spermatozoides
par mm®,

_Enfin, nous avons obtenu le nombre C de spermatozoides totaux contenus dans le
prélévement par I’ opération suivante : B x 1000 x volume recueilli en mL.

Nous avons visualiseés |es spermatozoides au grossissement x 400 du microscope.
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PHOTO9: CELLULE DE THOMA OBSERVEE AU MICROSCOPE AU

GROSSISSEMENT X100

PHOTO 10 : CELLULE DE THOMA OBSERVEE AU MICROSCOPE AU
GROSSISSEMENT X400
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FIGURE 12 : COMPTAGE CELLULAIRE A L’ AIDE D’ UNE CELLULE DE THOMA [12]

La cellule de Thoma présente 16 grands carreaux. A est obtenu en additionnant le nombre de

spermatozoides contenus dans 5 grands carreaux.

L es spermatozoides situés a cheval sur les cotés du grand carré doivent n’ étre comptés que sur
deux cotés (toujours les mémes) pour éviter de les comptabiliser deux fois. Ici, en choisissant
le cOté vertical gauche et le coté horizontal le plus bas, seuls les spermatozoides coloriés en

noir sont comptabilisés :
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.1.5.3 Pourcentage de spermatozoides vivants

Nous avons mélangé 5L de prélévement avec 5uL d’ éosine-nigrosine pendant 1 minute.
Puis nous avons étalé le mélange étalé sur une lame délicatement et nous I’ avons séché.

Au microscope aimmersion au grossissement x 1000, nous avons compté 100 spermatozoides
en les classant en mort ou vivant : les spermatozoides morts ont leur membrane perméable et
prennent une coloration rosée alors que les spermatozoides vivants ont une membrane
imperméable et apparaissent donc incolores (photo 11).

Nous avons converti les chiffres obtenus en pourcentages.

PHOTO 11 : SPERMATOZOIDE MORT ET SPERMATOZOIDE VIVANT APRES

COLORATION VITALE A L'EOSINE-NIGROSINE

Spermatozoide

Spermatozoide vivant incolore
mort qui aprisla
coloration rosée
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.1.5.4 Anomalies

Nous avons utilisé la méme lame que pour le dénombrement des spermatozoides vivants et
nous avons compté 100 spermatozoides sous microscope a immersion au grossissement X
1000 [76]. Nous les avons classés selon les catégories suivantes :

_normaux ;

_anomalies de téte (mal position, téte piriforme ou ronde, allongée ou étroite, microcéphalique
ou macrocéphalique (photo 12), téte double, acrosome anormal) ;

_décapités;

_anomalies de la piéce intermédiaire (coudée, double, inexistante) ;

_anomalies du flagelle (enroul &, double, inexistant) ;

_gouttel ettes protoplasmiques (proximales, distales) ;

_présence de cellules autres (cristaux de spermine, cellules épithéliales, leucocytes,
érythrocytes, cellules spermiogéniques).

La encore, nous avons converti les chiffres obtenus en pourcentage.

La présence de cellules autres en grande quantité permettant de suspecter un probléme
infectieux ou métabolique est notée.

PHOTO 12 : SPERMATOZOIDE MORT MACROCEPHALE A COTE D’UN

SPERMATOZOIDE VIVANT NORMAL APRES COLORATION A L’ EOSINE-NIGROSINE
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.1.5.5 Intégrité de 'acrosome

Nous avons mélangé 5uL de semence avec 5uL de colorant rapide de I’ acrosome (1% fast
green FCF, 1% rose bengal, 40% éthanol dans 0.1M d'acide citrique et 0.2M de tampon
phosphate dissodique) [62]. Aprés avoir laissé agir a température ambiante pendant 70
secondes, nous avons étalé le méange sur une lame et |’ avons séché. Nous avons observeé la
lame au microscope aimmersion au grossissement x 1000.

De nouveau, nous avons compté 100 spermatozoides et les avons classés selon les catégories
suivantes (photo 13) :

_Acrosome intact : il prend aors une coloration bleu-violet en région antérieure de la téte du
spermatozoide.

_Acrosome endommagé: il prend aors une coloration hétérogéne ou rose péale presgue
incolore.

L’acrosome doit rester intact pour permettre au sperme de rester fécondant. La réaction
acrosomique doit intervenir juste avant la fécondation lors de la fusion avec I’ ovocyte pour
permettre |’ entrée du noyau du spermatozoide dans le cytoplasme de I’ ovocyte.

PHOTO 13 : SPERMATOZOIDE DONT L’ ACROSOME EST INTACT ET

SPERMATOZOIDE DONT L’ ACROSOME EST ENDOMMAGE APRES COLORATION AU

VERT RAPIDE

) Acrosome endommagé
Acrosome intact «
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2 Résultats

2.1 Qualitédela semence avant congéation

Nous avons réalisé un spermogramme avant toute congélation. Nous avons décidé de ne pas
réaliser de comparaison statistigue des deux méthodes du fait de la grande différence des deux
popul ations de chats concernés (voir §3.2.3 P78)

.2.1.1 Semence récoltée par électroéjaculation

Les résultats des spermogrammes réalises sur le sperme obtenu par éectro-§aculation avant
congélation sont donnés dans le tableau V1. Les chats 7 et 8 n’ ont pas été pris en compte car
ils étaient présentés pour infertilité.

Nous avons obtenu une mobilité moyenne de 58%. Le volume moyen a été de 0.19 mL. Le
nombre moyen de spermatozoides a été de 31,18.10°. Le pourcentage de spermatozoides
normaux moyen a été de 58% et |e pourcentage d’ acrosomes normaux a été de 81%.

Pour un éaculat moyen, nous avons donc obtenu 18,08.10° spermatozoides normaux. 5
millions de spermatozoides suffisent a féconder une chatte [80]. Le sperme obtenu par
électro-§aculation peut donc suffire ainséminer une chatte en semence fraiche.

Les anomalies que nous avons le plus souvent rencontrées sont les anomalies de flagelle
(19%) et les spermatozoides décapités (9%). Ce sont des anomalies dites secondaires car se
produisant apres la spermatogenese. Ces anomalies pourraient étre imputées a la méthode de

prélévement.

.2.1.2 Semence récoltée par dissection de I'épididyme

L es résultats des spermogrammes réalisés sur le sperme récolté par dissection de I’ épididyme
sont notés dans le tableau VII. Sur les 15 paires d épididymes prélevés, seulement 9
contenaient des spermatozoides. Nous n’ avons retenu que ces 9 prélévements.

Nous avons obtenu une mobilité moyenne de 67%. Le nombre de spermatozoides moyen
obtenu a été de 10,5.10° et |e pourcentage moyen de spermatozoides normaux a été de 52%.
La encore, le nombre moyen de spermatozoides normaux est compatible avec une
insémination puisqu’il est de 5,5.10°, supérieur &5 millions [80].
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V.

TABLEAU VI : CARACTERISTIQUESDE LA SEMENCE DE CHAT OBTENUE PAR ELECTROEJACULATION

Chat Mobilitéen Volumeen mL Concentration en Nombretotal de | Pourcentagede | Pourcentage de
pour centage de spermatozoide par spermatozoide | spermatozoides | spermatozoides
spermatozoides mm? dans|’gaculat vivants nor maux

mobiles

1 40 0,16 16 000 2560 000 41 46
2 0 0,12 7 000 560 000 0 69
3 90 0,2 710 000 142 000 000 85 49
4 70 0,15 175 000 26 250 000 65 63

5 80 0,15 800 120 000
6 70 0,35 44 500 15575 000 87 62
moyenne 58 0,19 158 883 31177 500 56 58
écart-type 33 0,08 277 686 55 263 561 36 10
Intervallede 9 0,02 76 463 15217 349 10 3

confiance (1 = 0.5)
Chat Pour centage de sper matozoides pr ésentant une anomalie Pour centage de pH
Detéte décapités De piéce Deflagelle De gouttelette spermatozoides
intermédiaire protoplasmique présentant un
acrosome intact
1 1 24 1 27 1 78
2 0 19 0 12 0 75
3 0 1 22 10 18 95
4 1 1 2 32 1 78 8,6
5 70 7,6
6 2 1 14 13 8 87
moyenne 1 9 8 19 6 81 8,1
écart-type 1 11 10 10 8 9 0,7
Intervalle de 0 3 3 3 2 2 0,2
confiance (1 = 0.5)
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TABLEAU VII : CARACTERISTIQUESDE LA SEMENCE DE CHAT OBTENUE PAR DISSECTION DE L’EPIDIDYME

Chat Mobilité en Volumeen mL Concentration en Nombretotal de Pour centage de Pour centage de
pour centage de spermatozoide par | spermatozoide dans| spermatozoides sper matozoides
spermatozoides mm? I’§aculat vivants nor maux

mobiles

A 50 13 19 500 25 350 000 68 44

B 60 0,3 65 000 19 500 000 77 33

C 60 0,3 51 500 15 450 000 50 50

D 70 0,3 2000 600 000 62 42

E 80 0,4 5000 2 000 000 60 70

F 60 0,1 35 000 3500 000 48 62

G 60 0,18 31 000 5 580 000 60 48

H 70 0,2 49 000 9 800 000 61 61

I 90 0,2 66 500 13 300 000 77 60
moyenne 67 0,36 36 056 10564 444 63 52
écart-type 12 0,36 23968 8498412 10 12
Intervalle de 3 0,08 5389 1910699 2 3

confiance (I =0.5)
Chat Pour centage de sper matozoides pr ésentant une anomalie Pour centage de
Detéte décapités De piéce Deflagelle De gouttelette spermatozoides
intermeédiaire protoplasmique | preésentant un acrosome
intact

A 0 1 17 20 18 82

B 5 1 5 55 1 84

C 0 17 11 22 0 91

D 0 29 0 21 8 90

E 10 10 0 10 0 80

F 2 12 2 10 12 74

G 6 10 5 23 9 80

H 4 4 12 16 3 84

I 0 2 11 11 16 92
moyenne 3 10 7 21 7 84
écart-type 4 9 6 14 7 6
Intervalle de 1 2 1 3 2 1

confiance (1 = 0.5)




L e pourcentage moyen d’ acrosomes normaix a été de 84%. Les anomalies que nous avons le
plus souvent rencontrées sont les anomalies de flagelle (21%), de spermatozoides décapités
(10%). Les anomalies de flagelle et de spermatozoides décapités sont des anomalies primaires
pouvant étre imputées a la méthode de récolte du sperme. Les gouttelettes protoplasmiques
(7%), bien qu anomalies primaires, peuvent également étre imputées a la méthode de
préléevement puisque la récolte est réalisée au niveau du lieu de maturation des

spermatozoides.

2.2 Qualité dela semence apres décongélation

Nous avons décongel € les paillettes 2 jours apres leur réalisation.

Le principal critere que nous avons retenu pour apprécier la qualité de la semence apres ce
traitement thermique est la mobilité immédiate.

Lamobilité a 1H30 apres décongélation est également importante car elle donne un apercu de
la résistance des spermatozoides en vue d'une insémination dans les voies génitales de la
femelle.

L es acrosomes peuvent étre endommageés par la congélation et étre ainsi responsables d’ une
moins bonne fécondance de la semence. Nous avons donc apprécié le pourcentage
d’ acrosomes normaux pour chaque échantillon décongelé.

.2.2.1 Aptitude a la congélation de la semence récoltée par électroéjaculation

Les spermogrammes réaisés sur le sperme récolté par électrogaculation aprés
cryoconservation sont donnés dans le tableau V1I1. La semence du chat 3 n’a pas été congelée
car elle était de trop mauvaise qualité.

La mohilité est passée de 56% a 19% apres décongélation. La mobilité & 1h30 moyenne a été
de 16%. Le pourcentage d’ acrosomes normaLx moyen est passé de 80 & 42%. Sur les 34.10°
spermatozoides recueillis, seulement 6.10° ont résisté. Ce nombre reste cependant compatible
avec une insémination.
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TABLEAU VIII : CARACTERISTIQUESDE LA SEMENCE DE CHAT PRELEVEE PAR

ELECTROEJACULATION APRES DECONGELATION

Chat MobilitéatOen Mobilité atlh30en Pour centage de
pour centage de pour centage de sper matozoides
sper matoazoides sper matozoides présentant un

mobiles mobiles acrosome intact
1 10 0 68
2 30 40 60
4 35 30 60
5 1 0 0
6 20 10 24
moyenne 19 16 42
ecart-type 14 18 29
Intervallede 4 5 9

confiance (¥ =0.5)

.2.2.2 Aptitude a la congélation de la semence récoltée par dissection de

I'épididyme

L es résultats du spermogramme réalisé apres cryoconservation du sperme épididymaire sont

donnés dans le tableau | X.

La mobilité immédiate obtenue a chuté de 67 a 19%, la mobilité moyenne a 1h30 est de 17%.
Le pourcentage moyen d’ acrosomes normaux est passé de 84% a 44%. Sur les 10,5.10°
spermatozoides recueillis, seulement 2.10° ont résisté a la cryoconservation. Cette quantité ne

correspond pas a une dose inséminante.
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TABLEAU | X : CARACTERISTIQUESDE LA SEMENCE DE CHAT PRELEVEE PAR

DISSECTION DE L’EPIDIDYME APRES DECONGELATION

Chat MobilitéatOen Mobilité at1h30 en Pour centage de
pour centage de pour centage de sper matozoides
sper matoazoides sper matozoides présentant un
mobiles mobiles acrosome intact
A 30 30 64
B 40 30 74
C 30 30 58
D 10 10 60
E 50 50 70
F 0 0 16
G 0 0 18
H 10 5 20
I 0 0 14
moyenne 19 17 44
écart-type 19 18 26
Intervallede 4 4 6
confiance (¥ = 0.5)

.3 Discussion

3.1 Lesdifficultésrencontrées

.3.1.1 Au niveau de I'échantillonnage

La difficulté a été de trouver des chats méales agés de plus d’un an, c'est a dire parfaitement
matures. En effet, les chats bénéficient d’ une reproduction adaptée a la prédation. L’ ovulation
provoquée par le coit et la durée extrémement courte de ce dernier en font une espece sans

probléme de reproduction en général. Au contraire, les chats méles, comme les femelles, sont
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la plupart du temps stérilisés avant leur puberté pour éviter les désagréments liés a cette

reproduction (comportement, odeur, bagarres, surpopulation).

Pour I’éectrogaculation, nous avons bénéficié de deux chats provenant de la Société
Protectrice des Animaux d’ lle de France, de 4 chats d’ éleveurs et de deux chats de la chatterie
du service de Reproduction de I’ Ecole Nationale Vétérinaire d’ Alfort. Seuls les méales de la
chatterie auraient pu étre prélevés plusieurs fois (manque de place dans la chatterie pour
héberger les autres méales extérieurs) Tous les males n’ont donc été prélevés qu’ une seule fois

pour pouvoir comparer les semences obtenues.

Pour la dissection de I’ épididyme par contre, nous avons récupéré les testicules de 15 chats
males présentés pour castration a |I'Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort. 6 chats étaient
immatures. Nous n’ avons donc retenu que les testicules dont la taille était compatible avec la

maturité sexuelle du méle (plus d’un cm de longueur et de largeur [78]).

Pour pouvoir comparer statistiqguement les résultats obtenus, les échantillons de population
doivent étre homogenes. L’idéal aurait été d’ électrogaculer une dizaine de males adultes 3 a5
fois puis de les castrer pour comparer la qualité du sperme obtenu par éectrogaculation a

celle du sperme obtenu ensuite par dissection de |’ épididyme sur les mémes chats.

.3.1.2 Au niveau de I'environnement

Nous avons prélevé les chats en pleine saison sexuelle (de février & mai 2001) pour
s affranchir des variations saisonniéres de la qualité du sperme. Cependant I’ étude a porté sur
des chats provenant pour la plupart de I’extérieur (21 chats sur les 24 prélevés) et nous
n’avions donc aucune emprise sur les autres facteurs de variation : alimentation, présence
d autres congéneres, présence de femelles en chaleurs, nombre de reproduction déja effectuée,

environnement.
La encore, pour pouvoir comparer statistiquement les résultats obtenus, il aurait fallu disposer

de chats élevés en chatterie dans les mémes conditions pour s affranchir de I'effet de

I’ environnement.
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.3.1.3 Au niveau de la cryoconservation

La technique employée a été celle utilisée chez le chien. Cette technique donne de tres bons
résultats avec la semence de chien et laissait espérer des résultats comparables avec la
semence de chat. Cependant, la semence de chien est moins sensible au choc thermique que la
semence de nombreuses autres especes [ 76].

La semence de chat est beaucoup moins concentrée que celle du chien et le pourcentage de
spermatozoides anormaux est beaucoup plus élevé. Chez le chien, un pourcentage de
spermatozoides normaux et mobiles inférieur & 70% est une contre-indication a la
cryoconservation. Or, la semence du chat a un mobilité moyenne de 60% [60] et possede
beaucoup de formes anormales (Roth a obtenu 30% d’ anomalies sur du sperme électroéjaculé
[67] et Hingst a obtenu 40% d’ anomalies sur du sperme épididymaire [37]). La technique est
donc aaméliorer en vue des différences entre ces deux especes.

La courbe de température, la composition du dilueur et la dilution de la semence influencent

les résultats obtenus aprés cryoconservation. Leur étude permettra d’ améliorer les résultats.

3.2 Interprétation desrésultats

L es deux méthodes de récolte que nous avons utilisées, I” électrogjaculation et la dissection de
I’épididyme, ont permis de récolter du sperme en quantité et qualité suffisantes pour

inséminer et féconder une chatte d’ aprés les données de la littérature concernant cette espece.

.3.2.1 Caractéristigues de la semence obtenue par électroéjaculation

L es résultats que nous avons obtenus sont moins bons que ceux décrits dans la littérature. La
mobilité que nous avons obtenue de 58% est inférieure aux 79% décrits par Harris [32]. Le
nombre de spermatozoides dans I'&aculat est aussi plus faible: 31.10° au lieu des 60.10°

décrits par Dooley [19].

L a semence gque nous avons obtenue reste cependant suffisante pour une insémination selon la
littérature.
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La moins bonne qualité peut s expliquer par le mangue de prélévements sur un méme male.
En effet, les premiers §aculats obtenus par éectrogaculation ne sont jamais les meilleurs.
D’apres Pineda, il faut au moins réaliser 3 éectro§aculations pour obtenir un gaculat
représentatif de lafertilité du méle [59]. Dans|’ éude, nous n’ avons prélevé les étalons qu’ une
seule fois car ils N’ é&aient pas a notre disposition. On peut donc espérer de meilleurs résultats

en routine sur un méme étalon.

.3.2.2 Caractéristiques de la semence obtenue par dissection de I'épididyme

Les résultats que nous avons obtenus sont moins bons que ceux décrits dans lalittérature mais
tous les chats prélevés étaient &gés de moins d’'un an. La quantité de sperme recueillie est

cependant compatible avec une insémination artificielle selon lalittérature.

Ils sont encourageants puisgu’ils montrent qu’avec des techniques aussi simples que celles
utilisées, les vétérinaires praticiens pourront proposer des inséminations artificielles aux

éleveursféins.

Nous avons obtenu du sperme épididymaire contenant 7 % de gouttel ette protoplasmique. Ces
anomalies de gouttelette protoplasmique s expliquent par le lieu méme du prélévement,
I’ épididyme étant le lieu de maturation des spermatozoides. Le sperme épididymaire présente

cependant une bonne proportion de spermatozoides normaux (52%).

.3.2.3 Comparaison des deux méthodes

Dans notre étude, la dissection de I'épididyme a donné des résultats un peu moins
satisfaisants que ceux obtenus avec |’électrogaculation mais les chats que nous avons
prélevés étaient tous agés de moins d’'un an et donc pas forcément matures. Ces résultats ne
sont donc pas comparables a ceux que nous avons obtenus par éectroéaculation d’ éalons de
plusd un an.

Toutefois, une meilleure qualité du sperme électrogaculé par rapport au sperme épididymaire

peut s expliguer par la maturation insuffisante de ce dernier.
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.3.2.4 Caractéristiques de la semence de Chat obtenues apres sa cryoconservation

La congélation dans I'azote liquide a par contre montré ses limites. Avec une chute de la
mobilité de plus de 50%, la technique utilisée chez le chien n’ est pas adaptée a la semence du
chat, aussi bien pour la semence récoltée par électrogjaculation que pour la semence récoltée

par dissection de |’ épididyme.

Le probleme se situe surtout au niveau de I’acrosome avec pres de 60% d acrosomes
endommagés dans les deux cas. Les dommages aux acrosomes sont plus fréguents pour le
sperme épididymaire comme décrit par Hay [34]. Les acrosomes endommagés témoignent de

la souffrance engendrée par le choc thermique lors de la cryoconservation.

Les proportions de spermatozoides anormaux (42% pour le sperme récolté par
électrogaculation et 48% pour le sperme épididymaire) expliquent cette moindre résistance a
la cryoconservation par rapport a la semence de chien chez qui on ne congéle que des
semences contenant au moins 70% de spermatozoides normaux. En effet, les spermatozoides

anormaux sont plus sensibles ala cryoconservation de part leur acrosome plus fragile [66].
Les mémes prélévements réalises sur des chats matures dans de bonnes conditions (testicule
pesant plus de 1g pour la semence récoltée par dissection de |'épididyme, plusieurs

électrogaculations réalisées sur un méme male) auraient été de bien meilleure qualité et

auraient certainement mieux résistés ala cryoconservation.

3.3 Lesperspectives

.3.3.1 Lacryoconservation

Des études pourront étre menées pour évaluer la concentration en glycérol du dilueur, la
dilution du prélevement et la courbe de descente en température optimales pour la

cryoconservation de la semence de Chat.
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Des études récentes ont montré la réussite de la cryoconservation chez le chat comme chez les
féelidés sauvages [61], [40].

Tsutsui a obtenu une mobilité moyenne de 30% aprés cryoconservation. En inséminant
directement dans les cornes utérines, il a obtenu un taux de gestation de 57% [87]. Zambelli a
réussi a inséminer deux chattes en semence congelée et a obtenu des embryons de bonne

qualité en inséminant directement dans I’ utérus [89].

Une meilleure appréhension du dilueur, de la technique de congélation et de la technique
dinsémination peut donc amener a pratiquer des inséminations artificielles en semence
congel ée en routine chez le chat.

Le dilueur pourrait contenir des substances destinées a protéger les spermatozoides et a les
stimuler. Maxwell et Stojanov ont montré I'intérét des antioxydants dans le stockage des
spermatozoides. Les meilleurs résultats ont été obtenus avec la superoxyde dismutase et la
catalase[52]. Tramer a montré le role de ces antioxydants, et notamment de la vitamine E,
dans la téte de I’ épididyme chez le Rat [86]. L’ ajout de stimulants de la mobilité (caféine,
pentoxifylline ou 2'-désoxyadenosine) permet d’ accroitre la fécondance du sperme de Chat,
cryoconservé en augmentant la mobilité des spermatozoides et en les hyperactivant sans
diminuer leur survie a long terme [83], [82]. Ces techniques pourraient étre étudiées et étre

mises en place dans e cadre des inséminations en semence congel ée.

Une fois la technique de cryoconservation maitrisée, le C.E.R.C.A. pourra proposer des
cryoconservations pour les chats comme il le fait déa pour les chiens. Les éleveurs pourront
donc conserver la semence de leurs meilleurs étalons et réaliser des inséminations artificielles
méme si le male N’ est plus disponible.

La technique d’insémination artificielle restera néanmoins moins évidente que pour le chien
car I’ ovulation doit étre provoquée chez la chatte contrairement ala chienne.

.3.3.2 L’insémination artificielle

L es résultats obtenus sont encourageants en vue d’ insémination en semence fraiche.

Une inseémination artificielle intra-vaginale en semence congel ée a été tentée avec le chat 06

pour lequel la mobilité post-cryoconservation était de 35%. Cette insémination n’ a pas aboulti.
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Le fait de renouveler I'insémination 24 heures aprés permet d’augmenter les chances de
réussite [80]. L’insémination intra-utérine par laparoscopie pourrait étre une alternative pour

améliorer les taux de réussite.

Des inséminations artificielles chez le chat font souvent suite aux échecs de saillie qui
peuvent étre environnementaux (femelle agressive, stress, male inexpérimenté...), physique
(gingivite génant la prise au cou par le méle, strangulation par les poils, lithiase...) ou suite a

une chute de libido (méle trop &gé ou trop jeune, carence, exces pondéral...) [49], [51].

Les éleveurs félins réalisent leur programme de sélection en utilisant, la plupart du temps,
uniquement leurs reproducteurs car |’ élevage félin est soumis a une forte pression infectieuse
et parasitaire. Ils ne veulent pas prendre le risgue de soumettre leurs meilleurs reproducteurs a
celle-ci. L’insémination artificielle pourrait étre une alternative pour utiliser les meilleurs
étalons sans les déplacer et sans risquer de contamination dans un autre élevage. Il convient
alors d éviter les débordements et de prendre en compte la fonction de reproduction dans le
programme de sélection pour ne pas obtenir des races de chat incapables de se reproduire

autrement que par reproduction assistée comme il en existe chez le chien.

Le développement de la reproduction assistée chez le chat progresse grace aux recherches
effectuées pour les félidés sauvages en voie de disparition. L’insémination intra-utérine par
laparoscopie, 30 a 50 heures aprés le déclenchement de I’ovulation a donné un taux de
réussite de 50% selon Goodrowe. Cette technique pourrait donc étre employée lors des
insémination en semence congelée pour améliorer le taux de réussite en éliminant les
obstacles que sont le col et la remontée des cornes utérines [28]. Zambelli ad' ailleurs réussi a
obtenir des embryons de bonne qualité sur deux chattes inséminées dans les cornes utérines

avec de la semence congelée [89].

La FIV (fécondation in vitro) et I'ICSI (IntraCytoplasmic Sperm Injection) ont auss été
réalisées avec succes chez le chat [46], [64]. Mais ces techniques ne peuvent pas étre utilisées
en routine dans une clinique vétérinaire. Elles sont surtout étudiées pour la reproduction des

grands félidés en voie de disparition.



.3.3.3 Le diagnostic d’infertilité

L’ électrogaculation est facilement réalisable en clientele et permet de réaliser un
spermogramme en cas d’ infertilité pour en appréhender la cause.

Les anomalies de la semence ont été décrites dans la premiere partie et permettent de
diagnostiquer plus ou moins finement la cause de I'infertilité et de proposer un traitement
dans lamesure du possible.

L’ azoospermie ne peut étre confirmée par |’ absence de sperme lors d’ une électroéjaculation.
Il faut renouveler les prélévements et réaliser une cystocentése avant et apres la collecte pour
mettre en évidence une possible électroéjaculation rétrograde [41]. D’aprés Johnstone, au
moins cing prél évements sont nécessaires pour évaluer lafertilité d'un mée [42].

Une concentration en phosphatase alcaline élevée lors d une récolte de semence sans

spermatozoide permet de confirmer |’ azoospermie [41].
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CONCLUSION

Pour récolter la semence de Chat, I'électrogaculation et la dissection de I’ épididyme ont
donné des résultats prometteurs, compatibles avec I'insémination artificielle d aprés la

littérature. Elle font appel a des techniques simples, réalisables par le vétérinaire.

D’une part, I’ électrogaculation est une technique ssimple, relativement sans danger pour le
male, qui permet de réaliser un spermogramme pour apprecier la qualité de sa semence ou de
récolter de la semence en vue d une insémination, aprés ou non conservation, avec une

moyenne obtenue de 31 millions de spermatozoides par €aculat.

D’autre part, la dissection de I’ épididyme est également une technique simple que I’ on peut
utiliser lorsque I’ éleveur vient faire stériliser son éalon. Les 10 millions de spermatozoides
obtenus en moyenne lors de notre étude par cette méthode sont compatibles avec la réalisation
d' une insémination artificielle d aprés la littérature. De plus, couplée a I’ électrogaculation,
elle permet de récupérer tout le sperme fertile contenu dans I’ épididyme. Cette méthode est

alors intéressante pour récolter la semence des étalons lors de leur castration.

L es études menées auparavant servaient d’ exemples pour appliquer ces méthodes aux grands
félidés sauvages en voie de disparition. Elles peuvent étre proposées aux éeveurs félins pour

améliorer leur programme de sélection.

Cependant, les essais de cryoconservation de la semence de Chat en utilisant le dilueur et la
technigue utilisés chez le Chien au Centre d’ Etude en Reproduction des Carnivores de I’ Ecole
Nationale Vétérinaire d Alfort se sont révélés peu satisfaisants ( seuls 6 millions de
spermatozoides ont résisté au processus de congélation-décongélation en moyenne). Un
dilueur et une technique spécifique a la semence de Chat restent donc a mettre au point.

D’ailleurs, les résultats décrits dans la littérature récente sont encourageants.

La récolte de la semence de Chat par éectrogjaculation et (ou) par dissection de I’ épididyme

couplée a la cryoconservation permettra a la félinotechnie de faire un grand paEMC/.0755 o07Tm(n0.0019
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RECOLTE DE LA SEMENCE DE CHAT (Feliscatus) PAR
ELECTROEJACULATION ET PAR DISSECTION DE L'EPIDIDYME.
Comparaison des méthodes
Essai de cryoconservation avec un dilueur canin

POSIERE STEPHANIE, CYRIANE
RESUME :

Dans I’ élevage félin, la carriére des étalons est souvent courte a cause des désagréments que
procure un méale non castré (comportement, odeur). La récolte de leur semence puis sa
cryoconservation permettrait d’ optimiser le potentiel génétique des meilleurs étalons.

Nous avons récolté la semence de 8 males agés de plus d' un an par éectrogjaculation et de 15
jeunes males &gés de moins d’un an par dissection de I’ épididyme. Nous avons alors conservé
les semences obtenues dans I’ azote liquide en utilisant la méthode utilisée chez le chien en
réalisant des spermogrammes avant et apres cryoconservation.

L e sperme récolté par électrogjaculation contenait en moyenne 31 millions de spermatozoides
avec une mobilité moyenne de 58%, 42% d’ anomalies et 81% d’ acrosomes intacts. L e sperme
récolté par dissection de I’ épididyme contenait en moyenne 10 millions de spermatozoides
avec une mobilité moyenne de 67%, 48% d’ anomalies et 84% d’ acrosomes intacts. Aprés la
cryoconservation, la mobilité moyenne a chuté a 19% pour les deux types de prélevements et
le pourcentage d’ acrosomes intacts a chuté a 42% pour e sperme que nous avions récolté par
électrogaculation et a 44% pour le sperme épididymaire.

Les méthodes de prélevements se sont révélées efficaces en vue d’ insémination en semence
fraiche. La méthode que nous avons utilisée pour la cryoconservation est par contre inadaptée
pour le Chat. Cet échec peut s expliquer par la plus faible concentration et le plus grand
nombre de spermatozoides anormaux chez le Chat que chez le Chien.

L’emploi d' un dilueur adapté, avec antioxydants et stimulants de la mobilité, d’une dilution
adéguate et d’ une descente en température specifique permettrons al’ avenir de cryoconserver
la semence de Chat.

MOTSCLES: Sperme épididymaire, Chat, Electroéaculation,
Cryoconservation
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COLLECTION OF CAT (Féiscatus) SEMEN BY
ELECTROEJACULATION and BY EPIDIDYMAL DISSECTION.
Comparison of the two methods
Cryoconservation essay with a diluent for dog

NAM E : POSIERE Stéphanie, Cyriane

SUMMARY :

In feline breeding, male carrier is often short because of the unpleasantness he
procures (behavior, odour). The previous collection by electrogaculation or by epididymal
dissection then semen preservation could optimised the genetic potential of best males.

We collected 8 males of more than one year old by electrogjaculation and 15 males of
less than one year old by epididymal dissection. We stored semen we obtained in liquid azote
by the method used with dogs semen and we realized spermogram before and after
cryopreservation.

Semen collected by electrogaculation contained an average of 31 millions of
spermatozoa with an average of 58% of matility, 42% of morphologic abnormalities and 84%
of non endommaged acrosomes. Semen collected by epididymal dissection contained an
average of 10 millions of spermatozoa with an average of 67% of motility, 48% of
morphologic abnormalities and 84% of non endommaged acrosomes. After cryopreservation,
motility fall down 19% for the two kind of collection and the pourcentage of non
endommaged acrosomes fall down 42% for the semen collected by electrogjaculation and
down 44% for the epididymal semen.

The two kind of collection were efficients to inseminate in fresh semen. But, the dog
cryopreservation method is unadapted to cat semen. It could be explained by the less
concentration and the higher number of abnormal formsin Cat than in Dog semen.

The use of a specific diluent, with antioxydants and motility stimulants, of a specific
dilution and of a specific cooled rate will permit in future to cryopreserved Cat semen.

KEY WORDS : Epididymal sperm, Cat, Electrogjaculation, Cryopreservation
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