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Introduction

Au début des années 2000, la besnoitiose, maladie parasitaire due a Besnoitia
besnoiti, protozoaire qui a pour hdte intermédiaire les bovins, est devenue
enzootique en région Provence-Alpes-Céte d’Azur (PACA). Cette maladie n’entraine
qu’un faible taux de mortalité chez les bovins infectés (BIGALKE, 1968), mais elle se
propage de maniére insidieuse et atteint une proportion importante d’animaux et
d’élevages dans les zones enzootiques. Par exemple, dans certaines régions du
monde telles que I'Afrique du Sud ou Israél, la séroprévalence chez les bovins est
respectivement de 72,3 % (JANITSCHKE et al., 1984) et de 76 % (NEUMAN, 1972)
concernant les animaux.

La situation n’en est pas encore a ce stade en région PACA, mais d’aprés une
récente étude séro-épidémiologique, la proportion des élevages contaminés était de
55 % et, dans ces élevages, 18 a 70 % des animaux seraient séropositifs
(FOUQUET, 2009). Dans certaines communes, tous les élevages bovins étaient
contaminés (FOUQUET, 2009).

Les pertes économiques engendrées par la besnoitiose sont considérables. En effet,
méme si la mortalité est faible, Besnoitia besnoiti est responsable d’'une baisse de

production importante, liée notamment a l'infertilité des taureaux infectés.

De plus, en région PACA, I'élevage bovin allaitant est relativement extensif et
la monte naturelle est fréquemment utilisée dans les troupeaux. Les taureaux
reproducteurs sont donc au milieu des femelles et exposés au parasite autant
qgu’elles. Il n'est alors pas rare que ces males soient séropositifs et porteurs de
parasites dans les élevages atteints par la besnoitiose. Si I'animal développe une
forme clinique de la maladie, une infertilité est présente pendant la phase aigué et le
taureau peut étre réformé car devenu une non-valeur économique.

Mais lors d’infection asymptomatique ou subclinique, les éleveurs sont nombreux a
conserver leur animal qui va continuer a saillir les femelles du troupeau, sans savoir
si cette pratique constitue un risque important de contamination des vaches du

troupeau, ni si la fonction de reproduction du taureau séropositif est atteinte.
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L’objectif de cette étude est d’évaluer le risque de transmission du parasite par
la semence des taureaux séropositifs et porteurs chroniques de Besnoitia besnoiti, et

d’évaluer I'impact de ce portage chronique sur la fonction sexuelle des taureaux.

Pour cela, aprés une présentation bibliographique sur la besnoitiose et sur
'examen de la fonction sexuelle du taureau, nous présenterons [I'étude
expérimentale qui visait a rechercher Besnoitia besnoiti dans le sperme de 40
taureaux de la région PACA par PCR en temps réel, et a évaluer les paramétres
séminologiques et les lésions de l'appareil génital de ces taureaux en fonction de

leur statut sanitaire vis-a-vis de la besnoitiose.
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Partie bibliographique

. Présentation générale de la besnoitiose

La besnoitiose bovine est une maladie parasitaire due a un protozoaire,
Besnoitia besnoiti, décrit pour la premiére fois en France en 1912 par Besnoit et
Robin (BESNOIT, ROBIN, 1912). Elle atteint les bovins Bos taurus et Bos indicus.

1. Répartition géographique

Méme si la premiere description du parasite a eu lieu en France, il s’agit
principalement d’'une maladie des pays chauds (Figure 1). Ainsi, elle a été décrite en
Afrique Sub-Saharienne et en Asie. En Europe, les pays méditerranéens sont les
principaux affectés, avec le Portugal (FRANCO, BORGES, 1915 ; CORTES et al.,
2005), 'Espagne (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009), I'ltalie (AGOSTI et al., 1994)
et la France (BESNOIT, ROBIN, 1912). Mais ces derniéres années, de nouveaux
foyers ont été décrits en Allemagne (MEHLHORN et al., 2009), en Suisse (LESSER
et al.,, 2012), et en Irlande (RYAN et al.,, 2016) suggérant une extension de la
maladie. La besnoitiose est alors considérée comme une maladie émergente en
Europe (EFSA, 2010).

Figure 1 : Pays ou ont été décrits des cas de besnoitiose bovine (d’aprés RYAN et al., 2016 ;
EFSA, 2010 ; THOMAS, 2007)
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En France, la besnoitiose est enzootique dans le Sud-ouest depuis plusieurs
siécles. Dans les années 1990, de nouveaux foyers ont été décrits dans le Massif
Central et les Deux Sévres et, en 2001, les Alpes ont vu leurs premiers cas de
besnoitiose clinique. Ces quelques cas décrits dans les Alpes ont abouti a un foyer
aujourd’hui conséquent (FOUQUET, 2009).

En effet, aprés plusieurs suspicions cliniques en 2001, la premiere confirmation
rendue publique de besnoitiose en région PACA a eu lieu en 2002. Une cinquantaine
de communes des Hautes-Alpes et des Alpes-de-Haute-Provence ont présenté des
cas de besnoitiose entre 2002 et 2009 (Figures 2 et 3) avec tous les élevages
contaminés dans certaines communes. Cette situation est particulierement marquée
aux alentours de Seyne-Les-Alpes, commune dans laquelle s’est déroulée notre

étude.

Champsaur
Champsaur [ Capengas
[ Gapengais O Sevne-Embrun
[ Seyne-Embrun La Faune
La Faune O val de Durance
[ Val de Durance [0 Entrevaux
[0 Entrevaux O Saint Teannet
O Saint Jeanmet % d'Elevages atteints
F = >0 4 24 %
Whloins de 3 exploitations touchées R i
il p Entre 25 449 %
Entre 3 et 5 exploitations touchées B Ertre 50 et 74 %
W Entre 6 et 10 E’XP_IDI'EHIIOI'IS [CI'LI\?héES B Toce 75 e 5% %
I Flus de 20 exploitations touchees B 100 9% d'élevages atteints

Figure 3 : Carte représentant I’ensemble Figure 2 : Carte indiquant le pourcentage

des communes touchées par la besnoitiose d’élevages atteints de besnoitiose dans

sur les départements 04 et 05, entre 2002 et
2009 (d’'apres FOUQUET, 2009)

chaque commune entre 2002 et 2009
(d’'aprés FOUQUET, 2009)
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2. Parasite

Besnoitia besnoiti est un protozoaire appartenant au Domaine des
Eucaryotes, au Phylum des Apicomplexa, a 'Ordre des Coccidae, au sous-Ordre des
Eimeriorinae, a la Famille des Sarcocystidae, a la sous-Famille des Toxoplasmatinae
et au Genre Besnoitia (LENFANT, 2013 ; KASSAI et al., 1988)

En dépit de I'appartenance de Besnoitia besnoiti a une famille d’Apicomplexa dans
laquelle il y a habituellement un hote définitif, cet héte n’est pas connu actuellement
(BASSO et al., 2011 ; DIESING et al., 1988).

Chez un bovin, le parasite est présent sous deux formes: tachyzoites puis
bradyzoites. Les tachyzoites se multiplient dans les cellules endothéliales et sont
responsables d’'une parasitémie qui permet un envahissement de tout 'organisme de
'héte. Il y a formation de pseudo-kystes dans les endothéliums des capillaires
sanguins de nombreux tissus tels que le foie, la rate, la conjonctive oculaire, la
muqueuse nasale, la peau, les enveloppes testiculaires, les testicules (tissu
interstitiel et tubes séminiféres), les épididymes (EUZEBY, 1987 ; KUMI-DIAKA et al.,
1981). Au sein de I'appareil génital méale, le scrotum et son contenu semblent les
plus infestés, alors que le parasite n’a pas été mis en évidence dans l'uretre, les
vésicules séminales et la prostate (KUMI-DIAKA et al., 1981).

Ces pseudo-kystes, contenant chacun plusieurs centaines de tachyzoites, induisent
des lésions des cellules endothéliales, conduisant a leur nécrose et a la libération
des tachyzoites qui pénétrent dans d’autres cellules. Les tissus environnants, privés
de vascularisation, dégénerent.

'y a ensuite formation de bradyzoites. Il s’agit d’'une forme parasitaire a
multiplication plus lente qui s’accumule dans les fibroblastes et les histiocytes
(ALZIEU et al.,, 2007). Dans ces cellules, plusieurs dizaines de milliers de
bradyzoites sont contenus dans une vacuole parasitophore de la cellule hote, elle-
méme entourée par une paroi épaisse d’origine parasitaire. La cellule infectée est
également entourée par une réaction fibreuse de I'hdte. Ces kystes sont rencontrés
dans les tissus contenant des fibroblastes, c’est-a-dire les tissus conjonctifs sous-
cutanés, intermusculaires, la sclére oculaire, les tubes séminiféres, mais aussi les

muqueuses et la peau (derme essentiellement) (ALZIEU et al., 2007).
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Seul le cycle de transmission entre bovins a été démontré a ce jour, et le
mode de transmission dominant fait intervenir les insectes piqueurs (BIGALKE,
1968). Ces derniers, lors d’un repas de sang, souillent leurs pieces buccales avec
des bradyzoites présents dans les kystes dermiques, ou avec des tachyzoites en cas
de phase fébrile. En allant piquer un autre bovin, les parasites vont lui étre transmis
(GENEST, 2008). Cette infestation est aussi possible par I'intermédiaire d’aiguilles
souillées. De plus, des modes de transmission sans vecteur sont également
suspectés, tels que les contacts muqueux lors du léchage (CORTES et al., 2014) ou
la mise bas (HORNOK et al., 2014).

3. Clinique

La besnoitiose clinique se manifeste en trois phases successives que sont la

phase fébrile, la phase des cedemes et la phase de sclérodermie.

a. Phase fébrile

Aprés une incubation de 6 a 10 jours, I'animal infecté souffre brutalement d’un
état fébrile marqué avec des températures rectales pouvant atteindre 41,6°C
pendant quelques jours. Un abattement, une tachypnée, une tachycardie et des
troubles de la rumination sont alors observés. D’autres signes plus caractéristiques
surviennent également, notamment une photophobie et des écoulements oculaires et
pituitaires séro-muqueux (GOURREAU et al., 2000).

Cette phase correspond a la parasitémie liée a la multiplication des
tachyzoites dans les cellules endothéliales. Les lésions vasculaires aboutissent a

une congestion, des cedémes et une inflammation des diverses zones concernées.

b. Phase des cedémes

Aprés la phase fébrile survient la phase des cedémes ou anasarque. Celle-ci
est caractérisée par la formation d’cedémes sous-cutanés sur la téte et dans les
régions déclives telles que le scrotum, la mamelle, les ars et le fanon. Cette phase
persiste pendant 1 a 4 semaines, avec une adénomégalie superficielle généralisée.

Chez la femelle est également observée une cyanose des trayons qui deviennent
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violacés a leur base. Chez le male, I'atteinte scrotale et testiculaire induit une baisse
de fertilité (GOURREAU et al., 2000).
Cette phase est consécutive aux lésions endothéliales survenues pendant la

phase fébrile.

c. Phase de sclérodermie

La troisieme phase, phase de sclérodermie, est caractéristique de la maladie.
Elle est également appelée phase des dépilations ou éléphantiasis, et correspond a
une phase terminale de la besnoitiose clinique. Les cedémes se résorbent mais les
poils tombent et la peau perd toute souplesse et s’épaissit (GOURREAU et al.,
2000). Les animaux atteints présentent alors des difficultés a se déplacer, leur peau
se craquelle et ils finissent par mourir en quelques mois. Une infertilité transitoire ou
définitive a également été décrite chez les taureaux affectés (KUMI-DIAKA et al.,
1981).

Cette phase est liée a I'enkystement des bradyzoites dans le derme et les
tissus conjonctifs de tout I'organisme, en particulier sous-cutanés. Les nombreux
kystes provoquent la souffrance des tissus alentour par pression directe et

inflammation.

d. Autres formes

La forme décrite précédemment est la forme clinique typique de la besnoitiose
bovine mais ce n’est pas la plus fréquente. Dans les zones d’enzootie comme le
Sud-Ouest de la France, la prévalence de ces cas cliniques serait de seulement 1 a
10 % par an (LEGRAND, 2003) alors que la proportion d’animaux infestés peut étre
tres élevée (> 50 %, GENEST, 2008). Dans les zones d’émergence de la maladie,
comme la région PACA, 15 a 20 % des animaux développeraient une besnoitiose
clinique aprés leur contamination (JACQUIET et al., 2009).

Les nombreux animaux qui ne manifestent pas de signe clinique marqué
peuvent présenter des kystes scléraux sans aucun autre symptédme, ou étre

complétement asymptomatiques.
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4. Importance de la besnoitiose

La mortalité due a la besnoitiose est faible, inférieure a 10 % (EFSA, 2010).
Cependant, les pertes économiques sont lourdes puisque la forme clinique de la
maladie s’accompagne de pertes de production majeures et les animaux atteints
deviennent des non-valeurs économiques méme s'’ils ne meurent pas. Et bien que la
plupart des animaux ne développent pas de besnoitiose clinique, ils constituent un
réservoir de bradyzoites que les insectes piqueurs vont pouvoir transmettre aux
animaux sains. La propagation de la maladie est alors insidieuse, et lorsqu’'un cas
clinique se déclare, la prévalence dans l'élevage concerné est déja importante,
limitant les moyens de lutte et augmentant leurs codts.

De plus, les taureaux atteints présentent une infertilité transitoire ou définitive (KUMI-
DIAKA et al., 1981) qui peut étre responsable de pertes économiques considérables

dans les systémes d’élevages extensifs ou pastoraux pratiquant la monte naturelle.
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II. Examen de la fonction sexuelle du taureau
1. Anatomie (BARONE, 2001)
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Figure 4 : Schéma représentant I’appareil génital du taureau (d’aprées CONSTANTINESCU, 2003)
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a. Les enveloppes testiculaires

Les enveloppes testiculaires soutiennent et protégent les glandes sexuelles.
Elles sont composées, de I'extérieur vers l'intérieur, du scrotum, de la tunique dartos,
du fascia spermatique externe, du muscle crémaster, du fascia spermatique interne
et de la tunique vaginale.

Chez le taureau, le scrotum est pendulaire entre ses cuisses. Il est non
pigmenté et presque glabre.

La tunique dartos est un muscle capable de se contracter a partir de réflexes
localisés, sous linfluence du froid notamment. Ces contractions participent a la
thermorégulation testiculaire en faisant varier I'épaisseur du scrotum. Lors de ces
contractions, de nombreuses rides transversales profondes apparaissent sur le
scrotum. Cet aspect ridé doit étre différencié d’'un plissement lié a un épaississement
de la peau scrotale consécutif a une hyperkératose.

Le fascia spermatique externe est trés lache chez le taureau, ce qui permet
une mobilité importante des testicules dans la tunique dartos et la peau scrotale.

Le muscle crémaster est capable de contractions rapides et volontaires. Il est
fonctionnellement relié au muscle oblique interne de 'abdomen et il se contracte en
méme temps que ce dernier, comme lors de toux, d’effort ou de coit.

La tunique vaginale permet une communication entre la cavité péritonéale et

les testicules, par l'intermédiaire des canaux inguinaux.

b. Les testicules

Les testicules constituent les glandes génitales des males. Il s’agit d’'un
organe pair permettant la gamétogénése et ayant une fonction endocrine,

notamment la sécrétion de testostérone.

Chez le taureau, les testicules sont de forme ovoide (Figure 4). lls sont longs
de 10 a 12 cm et larges de 6 a 8 cm. Leur consistance est ferme et élastique.
Chaque glande pése environ 280 g, mais les variations individuelles sont
nombreuses. De plus, une différence de poids d’environ 5 % (15 g) est généralement
observée entre les deux testicules d’'un méme taureau, sans pour autant signer une

anomalie.
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Les testicules sont verticaux dans le scrotum, avec l'extrémité capitée située

dorsalement, ou s’implante la téte de I'épididyme.
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Figure 5: Schéma d’un testicule de taureau, de I’épididyme et du canal déférent
(d’aprés SAINT-DIZIER et CHASTANT-MAILLARD, 2014)

Chaque testicule est composé d’une tunique albuginée, de tubes séminiféres
et d’'une trame conjonctive (Figure 5).

La tunique albuginée est la membrane fibreuse entourant la glande.

La trame conjonctive du testicule débute sur la face profonde de la tunique
albuginée. Elle cloisonne le parenchyme en plusieurs centaines de lobules
communiquant entre eux a leur base, base située a proximité de l'albuginée. Ces
cloisons convergent vers le milieu du testicule ou se trouve un axe conjonctif épais
nommé mediastinum testis. La trame conjonctive contient la vascularisation
testiculaire, les cellules interstitielles (anciennement cellules de Leydig, sécrétant la

testostérone) et les tubes séminiféres.
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Ces tubes séminiféres sont composés de deux parties. La premiére, la plus
importante, concerne les tubes séminiferes contournés. lls débutent par des culs de
sac prés de l'albuginée et se prolongent jusqu’aux tubes séminiferes droits, qui
constituent la deuxiéme partie des tubes séminiféres.

Les tubes séminiferes contournés sont composés dun épithélium
spermatogéne comprenant les cellules de souténement (anciennement cellules de
Sertoli) et les cellules de la lignée spermatogéne.

Les tubes séminiféres droits sont issus des tubes séminiféres contournés. lIs
constituent le premier segment des voies d’excrétion du sperme et débouchent dans
le rete testis. Ce dernier, creusé dans le mediastinum testis, est le point de départ
des canalicules efférents du testicule qui se rassemblent ensuite pour former le

conduit épididymaire dans I'épididyme.

c. Les épididymes et conduits déférents

Les épididymes sont accolés aux testicules. Chacun d’eux est composé d’'une
téte, d’'un corps et d’une queue, contenant les conduits épididymaires fortement
circonvolutionnés. Ainsi, chez le taureau, chaque conduit épididymaire mesure

approximativement 45 m de long.

La téte est large chez le taureau et tend a recouvrir I'extrémité capitée du
testicule correspondant. Elle recoit les canalicules efférents.

Le corps est relié a la téte de I'épididyme. Il est plus étroit que cette derniére
et longe la partie médiale du testicule sans y étre totalement solidaire. Ces trois
caracteéristiques rendent sa palpation délicate contrairement a celle de la téte et de la
queue épididymaires.

La queue est quant a elle globuleuse et ferme. Elle est située a I'extrémité
caudée de la glande, et se poursuit par le conduit déférent du cété médial du
testicule.

Le conduit déférent s’abouche a la partie pelvienne de l'urétre aprés avoir

traversé le canal inguinal, la région iliaque et la région pelvienne.
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d. La vascularisation

Chaque testicule est irrigué grace a l'artere testiculaire. Celle-ci a pour point
de départ 'aorte abdominale, et atteint la glande sexuelle aprés un passage par le
canal inguinal. A sa sortie de I'anneau inguinal externe, I'artére testiculaire décrit des
flexuosités de plus en plus amples, nombreuses et serrées en approchant de la
gonade. Le cOne vasculaire, mesurant environ 15 cm chez le taureau, contient alors
plus de 3,5 m d’artere testiculaire. Celle-ci atteint ensuite I'extrémité capitée du
testicule ou elle pénétre dans l'albuginée. A partir de cette tunique, elle atteint la
charpente fibreuse de la glande pour rejoindre le mediastinum testis.

Les veines suivent également la charpente fibreuse pour sortir du testicule au
niveau de son extrémité capitée. A cet endroit, elles se divisent pour former le plexus
pampiniforme qui entoure l'artére testiculaire, ce qui permet le refroidissement du
sang arrivant au testicule. La température optimale a la spermatogenése est en effet

de 2 a 6°C inférieure a la température corporelle du taureau.

e. Les glandes annexes

Les glandes annexes sont constituées des deux vésicules séminales, de la

prostate et des deux glandes bulbo-urétrales (Figure 6).
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Figure 6 : Schéma représentant la vessie et les glandes annexes du taureau (d’aprés POPESKO,
1972)

Les vésicules séminales sont situées sur la face dorsale de la vessie et de son
col. Elles se rejoignent dans leur partie caudale ou elles s’annexent a la terminaison
du conduit déférent. Chez le taureau, leur longueur est d’environ 10 cm pour une
largeur de 2 a 4 cm. Leur consistance est ferme et elles sont fortement lobulées.
Elles sécrétent un liquide blanc jaunatre alcalin riche en fructose, constituant une
source d’énergie pour les spermatozoides. Ce liquide contient également de la
vésiculase, une enzyme participant a la coagulation du plasma séminal aprés

I'éjaculation.

La prostate comprend une partie conglomérée bilobée, appelée corps de la
prostate, et une partie disséminée. Chez le taureau, le corps est peu développé. Il

n’excéde pas 3 a 4 cm de largeur et 1,5 cm de longueur et de hauteur. Il couvre la
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face dorsale de l'urétre a son départ, et légerement ses faces latérales. Sa
consistance est ferme et les deux lobes ne sont pas distinguables a la palpation
transrectale. La partie disséminée de la prostate est dans la continuité de la partie
conglomérée et s’étend caudalement sur environ 12 cm dans I'épaisseur de la paroi

urétrale.

Les glandes bulbo-urétrales sont petites, elles mesurent 3 cm de long sur 1,5
cm de large chez le taureau. Elles sont situées sur la face dorsale de I'urétre, proche

du bulbe du pénis.

2. La production de sperme

a. La spermatogenése

La spermatogenése a lieu dans les tubes séminiféres contournés. Elle se
déroule en trois étapes : la spermacytogenese, la méiose et la spermiogenese. Les
cellules germinales subissent la spermatogenése au voisinage de la membrane
limitante du tube séminifére et progressent ensuite vers sa lumiére. Ce déplacement
est permis par les cellules de soutenement. Chez le taureau, aprés 54 jours de
différenciation (CLERMONT, 1972), les spermatozoides sont libérés de la trame des

cellules de Sertoli.

La spermacytogenése est I'étape au cours de laquelle les spermatogonies
subissent plusieurs mitoses et produisent les spermatocytes primaires. Ce type

cellulaire est diploide et est celui qui va subir la méiose.

La méiose permet le passage a I'haploidie. La premiere étape de cette phase,
la prophase 1, est longue : 19 jours chez le taureau. Puis les étapes suivantes sont
courtes et aboutissent a la formation de deux spermatocytes secondaires par
spermatocyte primaire. Les spermatocytes secondaires subissent la deuxiéme
division de méiose trés rapidement pour donner des spermatides qui, elles, ne se

multiplient plus.

La spermiogenése transforme les spermatides en spermatozoides en environ

19 jours. Il y a passage de cellules rondes a noyau sphérique a des cellules de petite
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taille et longuement flagellées, composées d’une téte, d’'une piéce intermédiaire et

d’une queue.
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Figure 7 : Schéma d’une coupe transversale de tube séminifére avec représentation des

différents stades de la lignée germinale et leur localisation (d’aprés AMANN, 1983)

Les spermatozoides nouvellement formés atteignent la lumiere des tubes
séminiféres contournés (Figure 7), puis les tubes séminiferes droits, le rete testis, les
canalicules efférents et enfin le conduit épididymaire. Au sein de I'épididyme, les
spermatozoides murissent et acquierent leur pouvoir fécondant. lls gagnent
notamment en efficacité glycolytique, ce qui leur permet dutiliser les substrats
énergétiques présents dans le sperme.

La progression de la téte a la queue dure environ 13,5 jours (CLERMONT, 1972),
puis les spermatozoides sont stockés dans la queue de I'épididyme entre les
€jaculations.

Enfin, en phase préliminaire d’'une éjaculation, il y a contraction de I'épididyme, ce
qui chasse les spermatozoides vers le conduit déférent dont la musculeuse, trés

épaisse, permet I'éjection des spermatozoides.
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b. Les spermatozoides et le plasma séminal (HAFEZ, 1987)

Les spermatozoides contenus dans la queue de I'épididyme possédent un
pouvoir fécondant comparable a celui de spermatozoides extraits d’'un éjaculat. Le
réle du plasma séminal, qui correspond a la fraction liquide de la semence sans les
spermatozoides, dépend du lieu de dépdt du sperme dans les voies génitales
femelles (FOURNIER-DELPECH et al.,, 1979). En effet, lors d’une insémination
artificielle dans l'espéce bovine, le sperme est déposé directement dans l'utérus
contrairement a une saillie naturelle pour laquelle il est déposé dans le vagin. Dans
ce cas, le plasma séminal a un réle important dans le transport et la protection des
spermatozoides dans les voies génitales femelles (RICKARD et al., 2014). Il leur
apporte I'énergie et le support grace auxquels ils vont pouvoir se déplacer (KNOBIL,
NEILL, 1988).

Le plasma séminal est constitué d’'un mélange de fluides ayant pour origines
les testicules, les épididymes, les ampoules déférentes, les vésicules séminales, la
prostate et les glandes bulbo-urétrales.

Composé majoritairement d’eau, le plasma séminal contient une multitude de
composants. Il contient notamment une quantité importante de fructose sécrétée par
les vésicules séminales, glucide qui sera dégradé par glycolyse par les
spermatozoides. Le plasma séminal contient également de la sialomucine,
substance sécrétée par les glandes bulbo-urétrales et participant a la gélification du
sperme apres son émission. Les sécrétions des autres glandes annexes permettent
notamment liso-osmolarité et le contréle du pH du plasma, et contiennent de

nombreux composants dont le réle n’est parfois pas complétement élucidé.

3. Exploration de la fonction sexuelle du taureau
a. Examen de I'appareil génital (PICARD-HAGEN et BERTHELOT,
2011 ; DUMONT, 1997)

L’examen de la fonction sexuelle d’'un taureau doit inclure un examen clinique
général. En effet, les troubles de la reproduction du male ne sont pas forcément liés
a une atteinte génitale, ils peuvent notamment étre dus a des anomalies de I'appareil

locomoteur.
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L’anamnése prend en compte la race, I'age, la note d’état corporel du taureau
et le nombre de femelles qu’il doit saillir. Elle se focalise ensuite sur les performances
reproductrices du taureau la saison précédente. En cas de suspicion d’'un probléme
de fertilité, trois situations doivent étre envisagées : une libido insuffisante, une
impossibilité de saillie ou des saillies non fécondantes.

L’insuffisance de libido est mise en évidence par une absence de tentative de
chevauchement aprés 10 minutes de contact avec une femelle en chaleur, ou moins
de 2 tentatives aprés 15 a 20 minutes.

Une impossibilité de saillie peut étre due a des problemes locomoteurs
empéchant le saut, ou a une incapacité d’érection, d’extériorisation ou d’intromission
du pénis. Celles-ci ont principalement pour origine un obstacle au niveau de l'orifice
préputial, une balanoposthite ou un traumatisme du pénis qui rendent I'érection
douloureuse, des anomalies du pénis (trop court, dévié, persistance du frein
préputial) ou des anomalies des muscles rétracteurs du pénis.

Les troubles de reproduction du male avec des saillies normales nécessitent
un examen attentif de I'appareil génital. Le scrotum doit étre examiné et palpé a la
recherche d’anomalies cutanées (abces, plaies, hyperkératose, tuméfaction, etc.).

La circonférence scrotale peut ensuite étre mesurée. Elle constitue un indicateur
pertinent de la capacité de production de spermatozoides du taureau (WALDNER et
al., 2010 ; WILLETT, OHMS, 1957). Un seuil minimal de 33 cm est admis pour un
taureau de plus de 2 ans (COULTER et al.,, 1987). Pour cela, les testicules sont
descendus au fond du scrotum et le plus grand diametre scrotal est mesuré au
meétre-ruban.

Ensuite, une mobilisation des testicules doit étre effectuée. Ceux-ci doivent étre
facilement mobilisables dans le scrotum. Leur palpation doit étre ferme et élastique,
et non douloureuse. Les épididymes (téte et queue) doivent aussi étre palpés, a la

recherche de douleur, d’'une asymétrie ou d’'une grosseur évocatrice d’'un kyste.

L’échographie est un outil complémentaire de la palpation. Elle permet de
confirmer les anomalies suspectées a la palpation et de détecter des anomalies
subcliniques telles que des lésions de fibrose et de calcification du parenchyme

testiculaire (Images échographiques 1 et 2).
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Scrotum

Vaginale
Mediastinum
testis
Septum
Image échographique 1: Coupe Image échographique 2 : Coupe longitudinale
longitudinale d’un testicule de d’un testicule de taureau présentant des
taureau sain lIésions de fibrose testiculaire (fléeches)

L’échographie des testicules est réalisée en coupes longitudinales : le scrotum et les
enveloppes testiculaires apparaissent en haut de limage, suivi du parenchyme
testiculaire ayant une échogénicité modérément homogéne, grisée, moins échogéene
que le mediastinum testis. Ce dernier apparait au centre du testicule. Il est la
structure la plus échogéne et apparait comme un trait d’'environ 2 a 4 mm
d’épaisseur.

Les lésions de fibrose du parenchyme testiculaire apparaissent comme des
ponctuations hyperéchogénes dans le parenchyme (fléches sur I'image ci-dessus).
Les épididymes sont également observés, en particulier leur téte et leur queue
puisque leur corps est difficilement visualisable.

Aprés cet examen de l'appareil génital externe, une palpation transrectale
peut étre entreprise. Elle permet la palpation des glandes annexes que sont la
prostate et les vésicules séminales. La taille de la prostate et la taille, la symétrie et
la mobilité des vésicules séminales doivent étre évaluées. Pour ces derniéres, la
lobulation doit étre perceptible. Une échographie peut également étre réalisée

(Image échographique 1).
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Image échographique 3:

séminale normale de taureau

Coupe longitudinale de vésicule

Le Tableau 1 récapitule les anomalies décrites précédemment et a rechercher

lors de I'examen clinique de I'appareil génital d’'un taureau.

Tableau 1 : Anomalies recherchées lors de I’examen clinique de I'appareil génital male dans cette étude

Examen du fourreau

Obstacle a I'extériorisation du pénis

Signes d’'une inflammation, d’adhérences

Examen du pénis

Persistance du frein préputial
Signes d’une inflammation

Traumatismes, déviation, fibropapillome

Examen du scrotum

Abceés ou plaies cutanés
Hyperkératose

CEdéme ou autre tuméfaction

Examen des testicules

Douleur
Modification de taille et absence de symétrie

Adhérence, perte de mobilité

Examen des épididymes

Douleur

Modification de taille et absence de symétrie

Examen du cordon vasculaire

Modification de taille

Examen de la prostate

Douleur

Modification de taille

Examen des vésicules séminales

Douleur, adhérences
Absence de symétrie

Perte de la lobulation
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b. Récolte de la semence (DUMONT, 1997)

Sur les taureaux de monte naturelle, la récolte d’'un éjaculat est destinée a
'examen séminologique ou a la recherche d’agents pathogénes. Elle permet

également de contréler la libido et la capacité d’éjaculation du taureau.

Plusieurs méthodes de collecte existent. La méthode de référence est la
récolte au vagin artificiel qui consiste a reproduire les conditions physiologiques
présentées par I'appareil génital femelle lors du coit. Le taureau est présenté a un
animal d’excitation, appelé « boute-en-train » et lors du chevauchement, son pénis
est dévié et coiffé par le vagin artificiel. Celui-ci est composé de deux manchons en
caoutchouc formant un cylindre dont la paroi est remplie d’eau a 40-42°C et reproduit
les conditions de chaleur et de pression du vagin. Pendant I'éjaculation, le sperme

est recueilli dans un tube gradué relié a une extrémité du cylindre.

Une autre méthode relativement courante est I'électroéjaculation. Elle consiste
a stimuler électriquement les centres nerveux responsables de I'érection et de
I'éjaculation (RIGAL, 2008), qui ont des points de départ médullaires lombaire (entre
L1 et L2) et sacré (entre S2 et S3). Pour cela, des électrodes sont placées dans le
rectum du taureau. La stimulation de la zone dorso-caudale au corps de la prostate
provoque l'érection, et celle de la zone craniale a la prostate, en regard des
ampoules déférentes, provoque I'émission du sperme dans l'urétre.
Pour y parvenir, deux grands types d’électrodes sont utilisés : des électrodes fixées
sur la main, permettant de stimuler une zone précise et limitée, et des électrodes sur

sonde rectale (Figure 8).

33



Figure 8 : Schéma d’un électroéjaculateur a électrodes
sur sonde rectale (Electrojac®) (d’aprés CUISENIER, 1996)

Cette deuxiéme catégorie d’électrodes permet une plus grande sécurité pour
'opérateur en limitant les risques de blessures liées a I'électricité ou a la chute de
'animal. Mais elle occasionne un plus grand nombre de contractions musculaires
non souhaitées (EASLEY, 1970). Afin de réduire ces effets secondaires, la tension
électrique appliquée par les électrodes est modulable de maniére a trouver un
compromis entre une stimulation suffisante permettant I'éjaculation, mais tout de
méme limitée pour ne pas genérer trop de contractions musculaires, de brllures de
la muqueuse rectale voire d’électrocution. La contention doit également étre
maitrisée pour assurer la sécurité du taureau et des opérateurs.

Deux programmes de stimulations sont proposés pour les électroéjaculateurs
actuels : automatique et manuel. Le mode automatique est généralement
recommandé. Il génére une série de 32 stimulations de 2 secondes espacées par
des périodes de repos de 2 secondes. A chaque nouvelle stimulation, la tension
augmente pour atteindre un maximum d’une vingtaine de volts en général. La
tension a laquelle se produit I'éjaculation est variable selon l'individu, et il est parfois
nécessaire d’effectuer plusieurs cycles complets de stimulations pour provoquer
I'éjaculation. De plus, il arrive que I'érection soit absente. Dans ce cas, un opérateur
peut essayer de favoriser I'extériorisation du pénis en appuyant sur linflexion

sigmoide.
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De la méme fagon que pour la récolte au vagin artificiel, le sperme est recueilli par un
opérateur placé sur le c6té du taureau. Un entonnoir disposé sur un support rigide
est placé a I'extrémité du pénis ou en dessous de l'orifice préputial, cet entonnoir
étant relié a un tube gradué dans lequel sera récupéré I'éjaculat. L’avantage principal
de cette technique est qu’elle ne nécessite pas d’habituation préalable de I'animal,
contrairement a la technique du vagin artificiel. Mais I'électroéjaculation présente
plusieurs inconvénients : elle peut induire des contractions involontaires, elle ne
permet pas toujours d’obtenir une éjaculation et dans ce cas il est impossible de
différencier un simple échec technique d’'une incapacité réelle du taureau a éjaculer.
De plus, lors d’électroéjaculation, le volume de I'éjaculat peut étre augmenté et sa
concentration en spermatozoides diminuée (RIGAL, 2008), ce qui modifie
'appréciation de la qualité séminologique (BARTH, 2007). Ces variations sont
principalement dues a une sécrétion accrue des glandes annexes pendant la

stimulation de 'animal.

D’autres méthodes plus anecdotiques sont décrites pour récolter du sperme
chez un taureau, telles que le massage transrectal. Cette méthode consiste, chez un
taureau calme et docile, a masser les vésicules séminales, les ampoules déférentes
et la prostate en réalisant des allers-retours avec la main. Cette technique ne
fonctionne pas chez tous les taureaux, et aprés un massage de 3 minutes sans

€jaculation, il est conseillé de passer a une autre méthode (BARTH, 2007).

c. Examen de la semence

Le volume de I'éjaculat est obtenu directement sur le tube gradué. Les valeurs
usuelles varient de 3 a 8 ml de sperme par éjaculat, chez un taureau en monte
naturelle. En cas de récolte par électroéjaculation, la valeur est difficilement

interprétable.

La concentration en spermatozoides est généralement estimée par
spectrophotométrie chez le taureau. La semence est qualifiée de trés bonne si elle
contient plus de 750 millions de spermatozoides par millilitre, de bonne si elle en
contient entre 400 et 750 millions/ml, de moyenne entre 250 et 400 millions/ml et de
pauvre en dessous de 250 millions/ml (BARTH, 2007). Comme pour le volume, la
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concentration est difficlement interprétable sur le sperme collecté par

électroéjaculation.

La motilité massale est le reflet de la concentration en spermatozoides, du
taux de spermatozoides en mouvement et de leur vitesse. Elle est évaluée en
observant au microscope a faible grossissement (x100) une goutte de sperme de 5 a
10 mm de diamétre déposée sur une lame maintenue a 37°C. Le diaphragme du
microscope doit étre fermé pour augmenter le contraste. 6 notes décrivent l'intensité
des vagues provoquees par le déplacement des spermatozoides en périphérie de la

goutte (Tableau 2).

Tableau 2 : Classification de la motilité massale des spermatozoides

Motilité massale Observation microscopique
0 Aucun mouvement
1 Légers mouvements sans vague
2 Vagues peu nombreuses
3 Vagues nombreuses
4 Vagues rapides et intenses
5 Tourbillons trés rapides

En monte naturelle, un sperme dont la note est inférieure a 2 indique une mobilité
insuffisante. Cependant, lorsqu’un des trois paramétres responsables de la motilité
massale est faible, comme la concentration lors d’électroéjaculation par exemple, la
note est fortement modifiée (BARTH, 2007). C’est pourquoi un autre parametre peut

étre utilisé pour décrire la mobilité des spermatozoides : la motilité individuelle.

La motilité individuelle s’apprécie en estimant la proportion de spermatozoides
fléchants, c’est-a-dire mobiles et se déplagant en ligne droite de fagon a traverser le
champ d’observation. Pour cela, une goutte de sperme dilué est placée entre une
lame maintenue a 37°C et une lamelle afin d’'individualiser les spermatozoides. Cette
goutte est observée au microscope a fort grossissement (x100 a x400). La motilité
individuelle dépend notamment du taux de spermatozoides morts et anormaux. Une

note inférieure a 30 a 40 % est considérée comme insuffisante.
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La motilité peut étre diminuée si les conditions de lecture ne sont pas
maitrisées, par exemple a cause d’une lame trop froide ou contenant du détergent
suite a un lavage, ou a cause de la présence d'urine dans [I'éjaculat lors
d’électroéjaculation par exemple. En outre, en I'absence de substrat énergétique, la
motilité diminue rapidement. |l est donc nécessaire de I'évaluer dés I'obtention de la

semence.

Le test de Schalm permet de mettre en évidence la présence de cellules
inflammatoires dans la semence, signalant une inflammation de I'appareil génital.
Equivalent du Californian Mastitis Test dans le lait, le test de Schalm est réalisé en
mélangeant du Na-Teepol, un détergent, au sperme. Les membranes cellulaires sont
détruites et 'ADN est mis en évidence par la formation de grumeaux et par
'augmentation de la viscosité du mélange. L’ADN des spermatozoides, tres
condensé, ne réagit pas avec le Na-Teepol.

La réaction au test de Schalm est classée en 5 catégories (Tableau 3).

Tableau 3 : Classification de la réaction au test de Schalm

Test de Schalm Observation macroscopique
0 = négatif Mélange fluide sans grumeau
1 = Schalm 1+ Présence de grumeaux fugaces qui disparaissent en une minute,

mélange fluide

2 = Schalm 2+ Présence de grumeaux nets et persistants, mélange fluide

3 = Schalm 3+ Présence de gros grumeaux, meélange visqueux (aspect « blanc
d’ceuf »)

4 = Schalm 4+ Prise en masse du mélange

Les notes 0 et 1+ sont considérées comme normales.

Les critéres suivants nécessitent une préparation du sperme. En effet, les taux
d’anomalies morphologiques et de mortalité ne sont pas facilement évaluables sans
coloration, les spermatozoides étant translucides et de méme aspect qu’ils soient

vivants ou morts. Pour les différencier, le colorant couramment utilisé associe la
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nigrosine, qui met en évidence les spermatozoides en colorant le fond de la lame, et
'éosine, qui permet de différencier les spermatozoides morts des vivants, leur
membrane étant perméable au colorant.

La valeur seuil du pourcentage de spermatozoides morts en dessous de laquelle la
semence est considérée de bonne qualité est de 40 %.

Il peut cependant se produire des artéfacts lors de la coloration : si le taux de
mortalité des spermatozoides est élevé et non compatible avec la motilité individuelle
de la semence, cela évoque une mauvaise préparation de la semence (BARTH,
2007) qui a induit une mortalité, notamment lors de sa coloration.

Le taux d’anomalies morphologiques est déterminé au microscope a fort
grossissement (x1000, a immersion). La lecture de 100 a 200 spermatozoides est
conseillée pour repérer des anomalies méme relativement peu fréquentes (BARTH,
2007). Plusieurs classifications des anomalies existent : 'une d’entre elles repose sur
la localisation des anomalies (téte, piece intermédiaire, queue); une autre sur
I'origine de I'anomalie pendant la spermatogenése (primaire si 'anomalie est liée a
un dysfonctionnement pendant la phase testiculaire, secondaire pendant la phase
épididymaire).

Globalement, un taux d’anomalies inférieur a 20 a 40 % est considéré comme

acceptable.

Le Tableau 4 récapitule les valeurs ou seuils usuels des parametres séminologiques

evoqués.

Tableau 4 : Paramétres évalués lors d’un examen de sperme et leurs valeurs ou seuils usuels

Valeurs usuelles chez un taureau en monte naturelle

Paramétres
(HOPKINS, SPITZER, 1997)
Volume 3a8ml
Couleur Blanc laiteuse a jaunatre
Consistance Laiteuse a crémeuse
Motilité massale 2a5b
Motilité individuelle >30a40 %
Concentration > 0,3 milliard/ml
Pourcentage de morts <40 %
Pourcentage d’anomalies <20a40 %
Test de Schalm Oa1+
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4. Conséquences de la besnoitiose sur la fonction sexuelle

La premiére phase de la besnoitiose clinique est une phase fébrile, avec des
températures corporelles dépassant les 40°C. Ces températures trés élevées, en
plus de réduire la libido, entrainent une dégénérescence des spermatogonies B et
des spermatocytes pendant la méiose (WAITES et al., 1968). Une infertilité est donc
possible a la suite de cette premiére phase de la besnoitiose, et peut persister
plusieurs mois (ROSS, ENTWISTLE, 1979).

En phase de sclérodermie, les kystes sont responsables d’un épaississement
cutané. La sclérodermie et '’hyperkératose atteignent en particulier la peau scrotale,
zone essentielle a la thermorégulation testiculaire. Physiologiquement, cette peau est
fine et presque glabre, avec une vascularisation superficielle capable d’une
vasodilatation importante qui augmente les échanges thermiques en cas de besoin.
De plus, la contraction des muscles scrotaux permet de faire varier I'épaisseur
scrotale, modulant la régulation thermique (PETER, 2007).

Mais lors de sclérodermie et d’hyperkératose liees a la présence de Kkystes,
I'épaisseur scrotale augmente, une partie des vaisseaux sanguins est nécrosée et la
réaction inflammatoire associée modifie I'épaisseur cutanée. La thermorégulation est
alors altérée avec une potentielle élévation de la température testiculaire. Cette
élévation modérée affecte peu la phase épididymaire mais affecte fortement la phase
testiculaire, c'est-a-dire la spermatogenése (VOGLER et al, 1991; ROSS,
ENTWISTLE, 1979): il y a une baisse de production de spermatozoides, une
diminution de leur motilité, une augmentation du nombre de morts, et une
augmentation du nombre d’anomalies, principalement d’anomalies de la téte (tétes
piriformes, vacuoles nucléaires, chromatine anormale (FERNANDES et al., 2008)) et
de la queue. Ces modifications des paramétres séminaux ont un impact négatif sur le
pouvoir fécondant des spermatozoides (FERNANDES et al., 2008) et peuvent
persister plusieurs mois. Elles sont consécutives a une hypoxie et a la formation de
radicaux libres dans les testicules, expliquées par une augmentation du métabolisme
et du besoin en oxygéne du parenchyme testiculaire, non couvert par I'apport
artériel. Le débit des artéres testiculaires est en effet limité par leur longueur et leurs

nombreuses circonvolutions (BRITO et al., 2003).
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Pendant la phase de sclérodermie, en plus de la modification de la
thermorégulation, la présence de kystes dans le parenchyme testiculaire, dans les
epididymes et dans leurs endothéliums est également responsable d’une
modification de la spermatogenése. En effet, comme l'a évoqué KUMI-DIAKA en
1981, les zones non vascularisées deviennent nécrotiques et se fibrosent suite aux
lésions endothéliales et a la présence de kystes. Cette fibrose entraine une pression

sur les tubes séminiféres et les conduits déférents provoquant leur atrophie.

Les anomalies de I'appareil génital attendues chez les taureaux séropositifs
vis-a-vis de la besnoitiose sont donc une sclérodermie et une hyperkératose scrotale,
des lésions de fibrose testiculaire, et une modification des parameétres séminaux
relatifs aux spermatozoides : une baisse de production de spermatozoides, une
diminution de leur motilité, une augmentation du nombre de morts et une
augmentation du nombre d’anomalies, principalement d’anomalies de la téte et de la
queue.

Notre étude expérimentale vise alors a évaluer I'impact de la besnoitiose (clinique ou

subclinique) sur les paramétres séminologiques.

40



Partie expérimentale

Cette étude a été réalisée en partenariat par la Fédération Régionale des
Groupements de Défense Sanitaire (FRGDS) PACA, le GDS 04, I'Université de
Saragosse et 'ENVT représentée par les unités pédagogiques de Parasitologie et de
Pathologie de la reproduction. Elle a visé a évaluer la relation entre l'infection par
Besnoitia besnoiti et la fonction sexuelle des taureaux ainsi que la possibilité de

transmission du parasite par la semence.

I. Matériel et méthodes

1. Locaux

L’ensemble des prélévements a été réalisé au centre de monte mulassier et
équin de Seyne-les-Alpes (04) les 9, 10, 11 et 12 septembre 2013.
Une cage de contention individuelle a permis la réalisation de tous les examens
cliniques et de lI'ensemble des prélévements. Entre chaque taureau provenant
d’élevages différents, la cage de contention a été nettoyée et désinfectée. De méme,
entre chaque taureau, le matériel de prélévement a usage multiple a été nettoyé et
désinfecté, a savoir le support rigide et les cénes de récolte du sperme, et les

trocards a biopsie concernant les prélevements cutanés.

2. Animaux

41 taureaux ont participé a I'étude, provenant de 31 élevages différents du
canton de Seyne-les-Alpes ou des alentours. La sélection a été réalisée sur la base
du volontariat des éleveurs du canton. Les critéres d’inclusion des taureaux ont été
un age de plus de 15 mois, c’est-a-dire des animaux pubéres, et appartenant a des
troupeaux pratiquant la monte naturelle.

L’état général de chaque animal était correct.
Les taureaux ont été transportés par leurs éleveurs au centre de monte a des
horaires définis en accord avec le GDS 04. L’emploi du temps prévoyait ainsi trente

minutes de manipulation par taureau.
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La récolte de semence n’a pas été effectuée chez un taureau Blond d’Aquitaine suite
a la demande de son propriétaire. Les résultats relatifs a 'examen de la semence
seront donc limités a 40 taureaux.

Ces taureaux étaient de races Charolaise (21 taureaux), Limousine (16
taureaux), Blonde d’Aquitaine (1 taureau), Abondance (1 taureau) et Angus (1
taureau) (Annexe I).

Leur age était compris entre 1,5 et 8,5 ans, avec une moyenne * écart-type de 3,8
1,9 ans (Annexe ).
lls avaient tous une note d’état corporel correcte, comprise entre 2,5 et 4 avec une

moyenne t écart-type de 3,4 £ 0,42 sur une échelle allant de 1 & 5 (Annexe I).

3. Examen des animaux

Dés larrivée de chaque taureau a la station, une fiche individuelle
d’informations a été remplie comportant les éléments suivants: numéro
d’identification a 10 chiffres, race, date de naissance, statut sérologique vis-a-vis de
la besnoitiose s'il était connu, antécédents pathologiques du taureau et du troupeau,
fertilité sur 'année précédente.

Puis un examen général de chaque taureau a été réalisé : note d’état corporel,
recherche de kystes scléraux en lumiére rasante, d’épaississement cutané et
d’alopécie compatibles avec la besnoitiose clinique.

Un examen de l'appareil génital a également été réalisé : inspection du
scrotum, mesure de la circonférence scrotale a I'aide d’'un métre ruban, inspection,
palpation et échographie des testicules, des épididymes (tétes et queues) et du
plexus pampiniforme, inspection du fourreau et du pénis, palpation de l'urétre
pelvien, de la prostate, des vésicules séminales et des ampoules déférentes et leur
échographie en cas d’anomalie pergue lors de la palpation.

Les échographies ont été réalisées avec un appareil Esaote® MylLab One
equipé d'une sonde linéaire de 7,5 MHz. La sonde était placée sur les parois
latérales du scrotum, longitudinalement en direction du testicule opposé de fagon a
visualiser le mediastinum testis au milieu du parenchyme testiculaire. Puis, en
déplagant la sonde le long des testicules, la téte et la queue des épididymes et le
plexus pampiniforme étaient visualisés.

Les anomalies observées sont récapitulées en annexe V.
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4. Récolte du sperme

La récolte de la semence a été réalisée par électroéjaculation.

Le toupillon de poils du fourreau a été coupé pour des raisons d’hygiéne.
L’orifice préputial a ensuite été nettoyé et désinfecté grace a une solution de
povidone iodée (Vétédine Savon®, Vétoquinol S.A., Lure, France) et d’eau avant
d’étre rincé et séché. Pendant ce temps, un opérateur massait les vésicules
séminales par voie transrectale et vidait le rectum afin d’y introduire la sonde de
I'électroéjaculateur (Electrojac5, Ideal Instruments®, MI, USA) préalablement
lubrifiée.

Le programme automatique de I'électroéjaculateur a ensuite été utilisé. Celui-ci
alterne des phases de stimulation électrique de 2 secondes et des phases de repos
de 2 secondes. L'intensité des stimulations augmente a chaque stimulation jusqu’a
atteindre I'éjaculation. En cas de manifestations d’inconfort ou de stress pour
I'animal, cette intensité pouvait étre maintenue constante par I'opérateur. Et malgré
cette précaution, si le taureau semblait présenter une douleur ou un stress, les
stimulations électriques étaient interrompues.

Aprés un nombre variable de stimulations électriques, I'éjaculat était récolté dans un
tube Falcon® de 15 ml préalablement chauffé a 37°C en essayant, lorsque cela était
possible, de séparer dans des tubes différents la fraction pré-spermatique du
sperme. Cette seconde portion était repérée par un changement de couleur du
liquide qui devenait plus blanc et plus trouble.

Puis I'ensemble de I'éjaculat était immédiatement stocké dans un bain-marie a 37°C
avant d’étre examiné dans les minutes suivant la récolte.

La récolte de la semence a été infructueuse pour quatre taureaux.

5. Paramétres séminologiques

Le volume (en millilitres) de chaque éjaculat a été déterminé directement sur les
graduations du tube de récolte. La couleur (incolore, blanchéatre ou jaunatre) et la
consistance (aqueuse, laiteuse ou crémeuse) ont également été notées. Puis la
concentration en spermatozoides (en milliard/ml) a été estimée par
spectrophotométrie (Accuread®, IMV technologies, L'Aigle, France). Le nombre de

spermatozoides dans chaque ¢€jaculat a ensuite été calculé a partir de la
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concentration en spermatozoides mesurée dans le tube contenant la fraction
spermatique, et du volume de sperme dans le tube.

Aprés cela, la motilité massale a été évaluée par I'observation au microscope a
platine chauffante (grossissements x100) d’'une goutte de semence (5 mm de
diameétre, c’est-a-dire environ 6 ul) déposée a la surface d’'une lame préalablement
chauffée a 37°C. Puis la motilité individuelle a également été appréciée par
'observation d’'une goutte de semence (diluée au 20°™ (BioXCell®, IMV
Technologies, L’Aigle, France) en cas de concentrations en spermatozoides trop
élevées pour permettre leur observation individuelle) entre lame et lamelle au
microscope a platine chauffante (grossissement x400). Ces deux parameétres ont été
évalués par deux opérateurs s’étant réparti les éjaculats.

Des étalements de sperme ont été colorés a I'aide d’éosine-nigrosine (Sperm
VitalStain®, Nidacon, Gothenburg, Suéde) et les lames ont été lutées a l'aide d’'une
résine (Histolaque LMR®, Labomoderne, Paris, France) afin de déterminer la
proportion de spermatozoides vivants et morts, ainsi que la proportion de différentes
anomalies de queues, de pieces intermédiaires et de tétes: 100 a 200
spermatozoides ont été comptés sur chaque lame. La lecture de chacune de ces
lames a été réalisée par deux opérateurs différents (Docteur Patricia RONSIN et
Adeline DECAUDIN) dans les mois qui ont suivi la récolte.

Enfin, un test de Schalm (Leucocytest®, Synbiotics Corporation, Kansas City,
USA) a été effectué en mélangeant dans une coupelle d’environ 3 cm de diamétre
0,5 ml de sperme et 1 ml de Leucocytest® pour chaque tube de semence afin de
mettre en évidence une éventuelle inflammation génitale.

Tous ces résultats sont inscrits en annexe V.
6. Evaluation de la fonction sexuelle

L’'importance des Iésions génitales a été évaluée en prenant en compte les
|ésions scrotales (épaississement, abceés, indurations), testiculaires (taille, mobilité,
lésions de fibrose et de dégénérescence a I'échographie), et épididymaires
(induration, kyste). En fonction de I'importance de ces lésions, les taureaux ont été
regroupés en 3 catégories (Tableau 5). Cette classification s’appuie sur I'impact

potentiel des lésions génitales sur la qualité de la semence.
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Tableau 5 : Classification des taureaux en fonction des lésions génitales

Lésions présentes sur le . . . Lésions présentes
Groupe Lésions présentes sur les testicules oL
scrotum sur les épididymes

Ab q Aucune ou épaississement Aucune (Image échographique 4) ou Aucune ou induration
sence de
o o cutané localisé et/ou petites rares lésions de fibrose légére d’'une téte
[ésion génitale ] ) o )
verrues (Image échographique 5) épididymaire

Fibrose modérée (Image échographique

Lésions o . Kyste épididymaire
o Epaississement cutané 6) ou sévére (Image échographique 7) o
génitales o unilatéral (Image
. modéré et/ou dégénérescence unilatérale , .
modérées échographique 9)

(Image échographique 8)

Epaississement cutané

Lésions ] o ]
] sévere (Photographie 1) ] Kystes épididymaires
geénitales Dégénérescence bilatérale )
o et/ou abces cutané(s) bilatéraux
séveres
(Photographie 2)

Image échographique 4: Coupe longitudinale de  Image échographique 5: Coupe longitudinale de
testicule de taureau sain testicule de taureau atteint de rares lésions de
fibrose
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Image échographique 6: Coupe longitudinale de Image échographique 7 : Coupe longitudinale de

testicule de taureau atteint de lésions de fibrose testicule de taureau atteint de lésions de fibrose

modérées séveéres

Image échographique 8: Coupe longitudinale de Image échographique 9 : Téte épididymaire de taureau
testicule de taureau atteint d’'une dégénérescence présentant des structures kystiques

testiculaire




Photographie 1 : Face craniale de scrotum de Photographie 2 : Face caudale de scrotum de

taureau présentant de multiples abcés

taureau présentant une hyperkératose sévere

Un score fondé sur les paramétres séminologiques a également été

déterminé. Il prend en compte le nombre de spermatozoides dans I'éjaculat, la

motilité individuelle et le pourcentage de spermatozoides anormaux (PETER, 2007 ;

HOPKINS, SPITZER, 1997) (Tableau 6).

Tableau 6 : Grille de calcul du score séminologique

Note 1 4 7
Nombre de spermatozoides dans I'éjaculat
<1 [1;2] 22
(en milliards)

Motilité individuelle <40 % [40; 60[ % =60 %
Spermatozoides normaux <60 % [60 ; 80[ % =80 %

Score séminologique 3-9 12 -15 18 - 21

Qualité de la semence Mauvaise Moyenne Bonne
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7. Sérologie (ELISA, Western-Blot)

Trois méthodes d’analyse sérologique ont été utilisées pour détecter les
anticorps spécifiques de la besnoitiose : deux tests ELISA et un test Western-Blot.
Pour obtenir le sérum de chaque taureau, du sang a été prélevé par ponction de la
veine caudale dans des tubes vacutainers (Venosafe® Plastic Tube: Serum gel -VF-
054SAS02) qui permettent I'obtention rapide du sérum. Ce sérum a été prélevé et

aliquoté puis tous les échantillons ont été stockés a -20°C jusqu’a leur analyse.

a. Tests ELISA

Les tests ELISA indirects utilisés pour cette étude ont été réalisés par le
Laboratoire Vétérinaire Départemental de [I'Ariege (LVD 09) selon Iles
recommandations du fabricant. Les résultats sont obtenus en mesurant l'intensité de
la coloration produite en présence d’anticorps anti-Besnoitia besnoiti et en
etablissant le rapport des intensités de coloration des échantillons sur celles des
témoins positifs.

Pour le kit Screen Besnoitia Indirect® (IDVet, Grabels, France), possédant une
sensibilité de 97 % et une spécificité proche de 100 % (GARCIA-LUNAR et al.,
2013), si le rapport de lintensité de coloration de I'échantillon sur celle des témoins
positifs est inférieur ou égal a 60 %, le résultat est considéré « négatif ». S’il est
supérieur ou égal a 70 %, le résultat est considéré « positif », et s’il est entre 60 et 70
%, le résultat est considéré « douteux ».

Pour le kit PrioCHECK® Besnoitia Ab 2.0 (Prionics, Schlieren, Suisse), possédant
une sensibilité proche de 100 % et une spécificité de 98 % (GARCIA-LUNAR et al.,
2013), si ce rapport est inférieur a 15 %, le résultat est considéré « négatif » alors

que s’il est supérieur ou égal a 15 %, le résultat est considéré « positif ».
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Tableau 7 : Interprétation des tests ELISA en fonction du pourcentage de réaction mesuré

Kit Screen Besnoitia Indirect®

Pourcentage de réaction <60 % >60 % et<70 % 270 %

Résultat Négatif Douteux Positif

Kit PrioCHECK® Besnoitia AB 2.0

Pourcentage de réaction <15 % 215 %

Résultat Négatif Positif

b. Western-Blot (LIENARD et al., 2011)

Les analyses sérologiques ont également été faites par Western-Blot, selon le
protocole décrit par LIENARD en 2011. Méme si son prix est plus élevé (20 euros
par analyse contre 6 a 8 euros pour un test ELISA) et sa réalisation plus longue, ce
test est la méthode de référence dans le diagnostic sérologique de la besnoitiose
(GARCIA-LUNAR et al., 2013).

Pour le réaliser, des tachyzoites sont récoltés a partir d’'une culture sur cellules Vero
infectées. lls subissent une filtration sur gel grace a une colonne Sephadex® G-25
(GE Healthcare Europe Gmbh, Orsay, France) et sont centrifugés a 1200 G pendant
10 minutes a 4°C. Le culot obtenu est dénaturé par un chauffage a 95°C pendant 10
minutes puis solubilisé. Il subit une premiére électrophorése sur un gel SDS-PAGE
permettant de séparer les différents antigénes de Besnoitia besnoiti. Dans le premier
puits du gel sont placés des marqueurs de poids moléculaires connus (Protein Dual
Color Standards®, Biorad, Marne la Coquette, France), et dans les autres puits la
solution contenant les antigenes du parasite.

Ensuite, une seconde électrophorése permet de transférer les marqueurs et les
antigénes sur une membrane PDVF (Immun-Blot® PVDF Membrane for Protein
Blotting, Biorad, Marne la Coquette, France). Le sérum des bovins a tester est ajouté
sur la membrane. Aprés une incubation de 60 minutes a 37°C, la plaque est lavée
avec du PBS+Tween 20 afin d’éliminer les anticorps non liés aux antigénes, et des
anticorps anti-lgG bovins conjugués a une peroxydase (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin
Fallavier, France) sont ajoutés. Un deuxiéme lavage est réalisé pour chasser ces

nouveaux anticorps non fixés et le substrat de coloration est ajouté (Opti 4CN
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Substrate kit®, Biorad, Marne la Coquette, France). Aprés 30 minutes d’incubation,
la lecture est effectuée : un taureau est considéré seéropositif lorsque les trois
domaines antigéniques principaux (domaine 1 : antigénes entre 12 et 20 kDa;
domaine 2 : antigénes entre 23 et 38 kDa ; domaine 3 : antigénes entre 60 et 90
kDa) ont réagi avec le sérum. Et pour chaque domaine, il y a réaction lorsqu’au
moins quatre bandes sont apparues.

Avec ce protocole, la sensibilité est de 91 % et la spécificité de 96 a 100 %
(comparativement a une recherche histologique du parasite associée a un test IFAT)
(CORTES et al., 2006).

8. qPCR

La recherche de 'ADN du parasite a été effectuée par PCR en temps réel a
partir de biopsies cutanées, de sang, de liquide pré-spermatique et de sperme.

Les biopsies cutanées ont été réalisées a l'aide d'un trocard a biopsie (Biopsy
Punch® 8 mm, Kruuse, Langeskov, Danemark) a droite de la région périanale de
chaque taureau. En effet, cette région est facile d’acceés et révéle un taux de faux
négatifs plus faible que d’autres localisations comme le cou ou les oreilles
(LIENARD, 2012).

Tous les échantillons ont été stockés a -20°C jusqu’a leur analyse.

L’extraction de 'ADN a été réalisée par l'intermédiaire du kit QIAmp® DNA

Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) selon les recommandations du fabricant. Puis
la PCR en temps réel a été effectuée grace au kit AdiaVet® Besnoitia (AES
Chemunex, Bruz, France). Les amorces employées sont spécifiques a Besnoitia
besnoiti. Des témoins négatifs (eau pure) et positifs (ADN du parasite fourni dans le
kit) ont été utilisés.
De plus, afin de déterminer la sensibilité de cette technique, des quantités connues
d’ADN de tachyzoites, correspondant a 'ADN de 250, 25, 2,5, 0,25 et 0,025
tachyzoites, ont été mélangées a du sperme de taureau sain et soumises a la
réaction.

Les gPCR ont été effectuées avec un appareil Stratagene® MX3005P (Agilent
Technologies, La Jolla, CA, USA), et les résultats fournis ont été analysés a l'aide du
logiciel MxPro® QPRC version 4.10 software (Agilent Technologies, La Jolla, CA,
USA).
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Les Ct-values supérieures ou égales a 40 ont été considérées comme

négatives.

9. Analyses statistiques

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart-type et étendue.
Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel XLStat®. Le seuil de 5 %

(p £0,05) a été retenu comme significatif.

Pour chaque paramétre, les groupes de taureaux comparés ont été :
- taureaux séronégatifs, taureaux séropositifs sans signe clinique, taureaux
séropositifs avec signes cliniques d’une part ;
- taureaux sans lésion génitale, taureaux avec lésions génitales modérées,

taureaux avec lésions génitales séveres d’autre part.

Un test de Khi? a été utilisé pour comparer entre les groupes les proportions
de taureaux ayant des résultats de gPCR positifs ou négatifs et les résultats du test
de Schalm.

Un test exact de Fisher a été utilisé pour comparer entre les groupes les
résultats concernant les Iésions geénitales, la concentration en spermatozoides des
€jaculats, leur motilité massale et leur score séminologique. En cas de comparaisons
multiples, une correction de Bonferroni a été réalisée.

Un test de Kruskal-Wallis a été utilisé pour comparer entre les groupes les Ct-
values des gPCR, le nombre de stimulations électriques nécessaires a
I'électroéjaculation, le volume des éjaculats, leur concentration en spermatozoides,
la quantité de spermatozoides par éjaculat, les motilités massales et individuelles,
les taux de mortalité et d’anomalies des spermatozoides, les ages et les
circonférences scrotales. Un test de Mann-Whitney a permis de décrire quel groupe
se différencie des autres apres le test de Kruskal-Wallis.

Un test de corrélation de Spearman a été réalisé pour évaluer la relation entre
la concentration en spermatozoides et la motilité massale des éjaculats.

Une régression logistique a été utilisée pour comparer la présence de lésions

génitales entre les groupes de taureaux.
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Il. Résultats et discussion

1. Sérologie vis-a-vis de Besnoitia besnoiti

La présence d’anticorps anti-Besnoitia besnoiti a été observée dans les
sérums de 29/40 (72,5 %) taureaux par Western-Blot, de 32/40 (80 %) taureaux par
le test ELISA Prionics® et de 28/40 (70 %) taureaux par le test ELISA IDVet®
(Annexe Il). Le sérum d’un taureau est apparu comme « douteux » par le test ELISA
IDVet®. Les résultats des deux autres tests pour ce sérum étant positifs, ce résultat
« douteux » a été considéré comme « positif ».

Ainsi, les résultats sérologiques ont été semblables entre les tests Western-Blot et
ELISA IDVet®.

Les 3 taureaux « positifs » avec le test ELISA Prionics® mais apparus « négatifs »
par les deux autres tests ont été considérés comme faux positifs. En effet, comme
décrit précédemment, la technique de référence est le Western-Blot. De plus, de fait
sa spécificité plus faible, le test ELISA Prionics® admet une valeur prédictive positive
moins élevée, ce qui pourrait expliquer ces différences.

En définitive, parmi les 40 taureaux testés, 11 ont été considérés comme

séronégatifs et 29 comme séropositifs dans la suite de I'étude.

2. Signes cliniques de besnoitiose

12 taureaux présentaient des signes de besnoitiose: 3 présentaient
uniquement des kystes scléraux, 4 uniquement une hyperkératose cutanée, et 5 des
kystes scléraux associés a une hyperkératose. Cependant, il faut noter qu’aucun
animal ne souffrait d'une phase aigué de besnoitiose. Les taureaux atteints
cliniquement n’en présentaient que des signes frustes qui n’altéraient pas leur état

général.

En tenant compte des résultats de la sérologie et de I'examen clinique, les
taureaux ont été classés en trois catégories: les taureaux séronégatifs (11
taureaux), les taureaux séropositifs sans signe clinique (17 taureaux, dont 16 pour
lesquels un éjaculat a été obtenu) et les taureaux séropositifs avec signes cliniques
(12 taureaux, dont 9 pour lesquels un éjaculat a été obtenu). Ces trois groupes ont
été comparés pour chaque paramétre étudie.
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3. Recherche du parasite par gPCR

L’ADN de Besnoitia besnoiti a été mis en évidence dans le sang de 2 taureaux
(Ct-values de 32,85 et 39,61). Ces deux taureaux étaient séropositifs sans signe
clinique, et ’ADN du parasite a également été retrouvé dans leurs échantillons
cutanés (Ct-values de 24,34 et 32,41). 18 autres taureaux ont réagi positivement a la
gPCR sur biopsie cutanée (Ct-values comprises entre 16,64 et 39,67) (Annexe II).
Parmi les 20 taureaux ayant une qPCR cutanée positive, 7 appartiennent au groupe
des taureaux séropositifs avec signes cliniques, 10 au groupe des séropositifs sans
signe clinique et 3 au groupe des séronégatifs.

La présence d’ADN du parasite dans la peau de 3 taureaux séronégatifs rejoint les
observations de SCHARES en 2010 qui avait observé des taureaux cliniquement
atteints mais séronégatifs.

Une explication possible pour ces 3 taureaux serait la présence de faux positifs liés a
la spécificité imparfaite de la gqPCR, ou encore une infestation trop précoce pour une
réponse sérologique positive. Cependant, ce ne sont que des hypothéses, aucune
explication n’est actuellement validée pour expliquer cette absence de réponse

immunitaire détectable.

Tableau 8 : Résultats de la qPCR sur biopsie cutanée chez les 40 taureaux en fonction de leur
statut sanitaire vis-a-vis de la besnoitiose (11 séronégatifs, 17 séropositifs sans signe clinique

et 12 séropositifs avec signes cliniques)

Séronégatifs (n=11) Séropositifs sans signe Séropositifs avec
clinique (n=17) signes cliniques (n=12)
Nombre de qPCR + 3 a ( 10 b 7 )
Proportion de
27 % 59 % 58 %
qPCR +
Ct-value moyenne
36,83+246 a 32,94 +5,78 a 2419550 b
* écart-type
Médiane 35,61 35,05 23,89
Etendue [35,22 ; 39,67] [23,53 ; 38,63] [16,64 ; 33,31]

Deux lettres différentes (a, b) sur une méme ligne indiquent des valeurs significativement différentes
(p<0,05 pour la ligne Ct-value moyenne) ou tendant a étre significativement différentes (p<0,1 pour la
ligne Nombre de qPCR +).
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La différence de proportion de gPCR positives entre les taureaux séronégatifs
(3/11; 27 %) et séropositifs (17/29 ; 59 %) tend a étre significative (p=0,077, test de
Khi?) (Tableau 8).

Les Ct-values des taureaux qPCR-positifs étaient quant a elles
significativement différentes entre les trois groupes de taureaux (p=0,010, Kruskal-
Wallis) (Tableau 8) : chez les séropositifs avec signes cliniques, la Ct-value moyenne
etait de 24,19 £ 5,50 (valeurs allant de 16,64 a 33,31), plus faible que chez les
séronégatifs pour lesquels elle était de 36,83 + 2,46 (valeurs allant de 35,22 a
39,67) et chez les séropositifs sans signe clinique chez qui elle était de 32,94 + 5,78
(valeurs allant de 23,53 a 38,83).

Ainsi, chez les taureaux présentant des signes cliniques de besnoitiose, la quantité
de parasites dans la peau était supérieure a celle retrouvée chez les taureaux non
atteints cliniquement. Cette observation soutient I'hypothése d’'un nombre plus
important de kystes dans la peau des animaux malades, et conforte I'hypothése
d’'une richesse en kystes plus grande également dans les tissus génitaux de ces
animaux. Cela augmenterait le risque de lésions génitales chez les animaux malades

par rapport aux animaux séropositifs sans signe clinique.

La recherche de 'ADN de Besnoitia besnoiti a été réalisée dans du sperme
contenant la quantité d’ADN correspondant a 250, 25, 2,5, 0,25 et 0,025 parasite(s)
comme décrit précédemment. Les Ct-values obtenues étaient respectivement de
30,33, 32,73, 37,47, no-Ct et no-Ct. La limite de détection du test a donc été estimée
a environ 2,5 parasites par réaction.

La gPCR a ensuite été conduite sur la fraction pré-spermatique de 26
taureaux (7 taureaux séronégatifs, 9 taureaux séropositifs sans signe clinique et 10
taureaux séropositifs avec signes cliniques) et le sperme de 28 taureaux (8 taureaux
séronégatifs, 16 taureaux séropositifs sans signe clinique et 4 taureaux séropositifs
avec signes cliniques), récoltés par électroéjaculation, lorsque la quantité était
suffisante aprés les analyses séminologiques. Ces échantillons provenaient des 40
taureaux, c’est-a-dire de 11 taureaux séronégatifs, 17 taureaux séropositifs sans
signe clinique et 12 taureaux séropositifs avec signes cliniques. La présence de
'ADN du parasite n’a pas été mise en évidence, suggérant que le sperme n’est

probablement pas une source de transmission de Besnoitia besnoiti.
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4. Lésions de I'appareil génital

Les lésions de I'appareil génital sont décrites individuellement dans I'annexe
Il et le Tableau 9. Dans ce tableau, en cas d’observation de plusieurs lésions sur un

méme animal, seule la Iésion la plus sévére a été indiquée.

Tableau 9 : Lésions de I’appareil génital observées chez 40 taureaux

Tous les taureaux (n=40)

Localisation Lésion Nombre de taureaux Proportion
Absence 12 30 %
Testicule Fibrose légére 8 20 %
Fibrose modérée 5 13 %
Fibrose sévere 3 8 %
Dégénérescence 1 3%
Epididyme Induration 1 3%
Kyste 2 5%
Scrotum Abces 1 3%
Hyperkératose 7 18 %

Ensemble des lésions totales de I’appareil 20 50 9%
génital (excepté les lésions de fibrose légére) °

i . Séropositifs avec
) ) Séropositifs sans . L.
Séronégatifs (n=11) o signes cliniques
signe clinique (n=17)

(n=12)

Localisation Lésion Nombre Proportion Nombre Proportion Nombre Proportion
Absence 6 55 % 6 38 % 0 0 %
Testicule Fibrose légére 3 27 % 4 25% 1 8 %
Fibrose modérée 0 0% 3 18 % 2 17 %
Fibrose séveére 0 0% 3 18 % 0 0%
Dégénérescence 0 0% 0 0% 1 8 %
Epididyme Induration 0 0% 1 6 % 0 0 %
Kyste 2 18 % 0 0% 0 0%
Scrotum Abceés 0 0% 0 0% 1 8 %
Hyperkératose 0 0% 0 0% 7 58 %

Ensemble des lésions totales
de I'appareil génital (excepté 2 18 % 7 41 % 11 92 %
les Iésions de fibrose légére)
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La Iésion la plus fréquemment observée a été une fibrose testiculaire légére,
visible seulement a I'’échographie. Cette Iésion trés répandue est sans conséquence
physiopathologique et n'a pas été prise en compte par la suite. En effet, étant isolée
et limitée a une faible part du parenchyme testiculaire, elle n’a pas de répercussion
sur la qualité de la semence (BARTH et al., 2008).

La deuxieme Iésion frequemment observée a été une hyperkératose du scrotum. Elle
n‘a été observée que chez les taureaux séropositifs avec signes cliniques, et
concerne dans ce groupe plus de la moitié des individus, ce qui est en accord avec
les symptédmes de la besnoitiose.

Chez les taureaux séronégatifs, mis a part quelques Iésions de fibrose testiculaire
légere, les seules anomalies observées ont été des kystes épididymaires, unilatéral
chez un individu et bilatéraux chez un autre. Aucun autre kyste n’a été observé, en

particulier chez les séropositifs.

Ainsi, 21 taureaux ne présentaient pas de lésion de l'appareil génital (ou
seulement une fibrose testiculaire 1égere) : 9/11 (82 %) séronégatifs, 10/17 (59 %)
séropositifs sans signe clinique et 2/12 (17 %) séropositifs avec signes cliniques.

12 taureaux portaient des lésions génitales modérées (décrites dans le
Tableau 5) : 1/11 (9 %) séronégatif, 6/17 (35 %) séropositifs sans signe clinique et
5/12 (42 %) séropositifs avec signes cliniques.

Enfin, 7 taureaux présentaient des lésions génitales sévéres: 1/11 (9 %)
séronégatifs, 1/17 (6 %) séropositifs sans signe clinique et 5/12 (42 %) séropositifs

avec signes cliniques (Graphique 1).
La fréquence de lésions génitales modérées a sévéres était significativement

plus élevée (p=0,005, régression logistique) chez les taureaux séropositifs avec

signes cliniques que chez les autres taureaux (Graphique 1).
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Mombre de taureaux affectés par des lésions génitales
absentes, modérées ou sévéres

12 3 W sEvEres
16 e modérées
14 ———  abszentes
6 b
12 a
i e
14 1
E — I
E I E— SE— —
10
4 — 9 | ] 5 |
2 I E— — I
2
a
Seéronégatifs (11) Séropositifs zans Séropositifs avec

signe clinique (17) signescliniques (12)
Deux lettres différentes (a, b) indiquent des valeurs significativement différentes (p<0,05).
Graphique 1 : Répartition des taureaux en fonction de la sévérité de leurs lésions génitales
pour les 3 groupes de taureaux (séronégatifs, séropositifs sans signe clinique et séropositifs

avec signes cliniques)

De plus, les lésions de fibrose testiculaire modérées a séveres étaient
significativement plus fréquentes (p=0,037, test exact de Fisher) chez les taureaux
séropositifs que chez les séronégatifs.

Ce résultat est en accord avec les attentes formulées plus haut, a savoir une

prévalence d’hyperkératose scrotale et de fibrose testiculaire plus fortes chez les

animaux infestés de kystes.

Cependant, les taureaux séropositifs sans signe clinique ne présentaient pas
plus de Iésions génitales totales que les taureaux séronégatifs. Deux explications
sont possibles :

- La premiére est une absence d’hyperkératose scrotale chez les taureaux sans
signe clinique de besnoitiose. En effet, ce symptdme est un des critéres
d’inclusion dans le groupe des taureaux séropositifs avec signes cliniques, il est
donc absent de l'autre groupe et peut expliquer le nombre plus faible de Iésions
geénitales.

- La deuxiéme explication est le faible effectif dans chaque groupe de taureaux,
qui est responsable d’'une puissance de test probablement insuffisante pour
mettre en évidence une potentielle différence de prévalence de Iésions génitales

entre les taureaux séronégatifs et les taureaux séropositifs sans signe clinique.
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5. Qualité du sperme

La récolte de la semence a échoué chez 4 taureaux : la qualité du sperme n’a
eté déterminée que chez les 36 taureaux récoltés. Elle prend en compte le volume
de I'éjaculat, sa couleur, sa consistance, sa concentration en spermatozoides, le
résultat du test de Schalm, les motilités massale et individuelle, et les taux de

mortalité et d'anomalies des spermatozoides.

Le nombre de stimulations électriques nécessaires a I'électroéjaculation a été
mesuré chez 32 taureaux. Chez les 4 autres animaux, ce parametre n’a pas été
renseigné.

Il a varié entre 3 et 57 selon les taureaux, avec une moyenne t écart-type de 22,66 +
13,16 (Tableau 10).

Tableau 10 : Nombre de stimulations nécessaires a I’éjaculation de 32 taureaux en fonction de

leur statut sanitaire vis-a-vis de la besnoitiose

Tous les Séronégatifs Séropositifs sans signe Séropositifs avec
taureaux (n=32) (n=9) clinique (n=15) signes cliniques (n=9)
Moyenne * écart-type 22,66 +13,16 1563 +13,33 A 22,40 + 11,21 b 29,33 + 14,00 b
Médiane 19,00 11,50 18,00 26,00
Etendue [3;57] [3;42] [12; 51] [13;57]
Nombre de taureaux sans
4 0 1 3

collecte d’éjaculat

Deux lettres différentes (a, b) sur une méme ligne indiquent des valeurs significativement différentes
(p<0,05).

Le nombre de stimulations nécessaires pour obtenir un éjaculat a été

significativement plus élevé chez les taureaux séropositifs comparativement aux
taureaux séronégatifs (p=0,039, Kruskal-Wallis).
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Tableau 11 : Nombre de stimulations électriques nécessaires a I’éjaculation de 32 taureaux en

fonction de la sévérité de leurs lésions génitales

Tous les Sans lésion Lésions génitales Lésions génitales
taureaux (n=32) génitale (n=18) modérées (n=10) séveres (n=4)
Moyenne * écart-type 22,66 + 13,16 20,44 +13,27 a 2210+10,56 a 34,00 £15,98 a
Médiane 19,00 16,50 19,00 29,50
Etendue [3;57] [3; 51] [13; 46] [20 57]
Nombre de taureaux 4 1 (6 %) 1 (10 %) 2 (50 %)

sans collecte d’éjaculat

Deux lettres différentes (a, b) sur une méme ligne indiquent des valeurs significativement différentes
(p=<0,05).

En comparant cette fois les nombres de stimulations électriques nécessaires
pour obtenir un éjaculat en fonction des différents scores cliniques des taureaux
(Tableau 11), il napparait pas de différence significative entre les taureaux sans

lésion génitale et ceux en présentant.

Par contre, les 4 taureaux dont la collecte a échoué étaient séropositifs vis-a-

vis de la besnoitiose, et 2 d’entre eux présentaient des Iésions génitales séveres.
Donc, méme si les échecs de récolte de semence sont susceptibles d’affecter les
taureaux sains, les résultats précédents évoquent une électroéjaculation moins
efficace chez les taureaux séropositifs.
Une explication possible est qu’'un critere retenu pour affirmer 'éjaculation était la
présence de spermatozoides dans le liquide récupéré. En I'absence de nombreux
spermatozoides visibles au microscope, I'’échantillon était considéré comme du
liquide pré-spermatique. Or, chez les taureaux séropositifs, la production de
spermatozoides peut étre altérée par la présence de kystes dans les testicules.
Ainsi, méme en cas d’éjaculation, c'est-a-dire d’émission de liquide d’origine
testiculaire/épididymaire, la quantité de spermatozoides pourrait rester faible dans
'échantillon récolté. Pour vérifier l'origine du liquide spermatique récolté, des
marqueurs physiologiques de I'éjaculation auraient pu étre dosés dans la semence,
tel que la carnitine ou la phosphatase alcaline comme cela est réalisé chez 'lhomme
(SAEED et al., 1994) ou le chien (MEMON, 2007).
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Une des possibilités pour améliorer la qualité des éjaculats aurait été de
procéder a une injection d’ocytocine quelques minutes avant la récolte
(BERNDTSON, IGBOELI, 1988). En effet, cette hormone provoque des contractions
des muscles lisses entourant la queue de I'épididyme et les canaux déférents,
permettant le transport des spermatozoides vers l'uretre. Celle-ci est sécrétée par
I'hypophyse pendant la préparation sexuelle des taureaux (RIGAL, 2008), étape non
réalisée lors d'une récolte par électroéjaculation. Cependant, l'efficacité d’une
administration d’ocytocine est a discuter dans ce contexte. En effet, le stress du
transport des taureaux jusqu’au lieu de collecte et leur manipulation a certainement
été a lorigine d'une décharge d’adrénaline, molécule perturbant l'arrivée de

I'ocytocine hypophysaire ou administrée jusqu’a I'appareil génital.
a. Volume de I'éjaculat
Le volume de la fraction pré-spermatique, qui correspond au volume récolté
mais dans lequel aucun spermatozoide n’a été mis en évidence, n’a pas été analysé,

ce qui exclut les 4 taureaux n’ayant pas éjaculé.

En moyenne, le volume des éjaculats est de 7 £ 5,30 ml, allant de 1,5 ml a
30,50 ml (Tableau 12).

Tableau 12 : Volumes des éjaculats (en ml) des 36 taureaux prélevés par électroéjaculation en

fonction de leur statut sanitaire vis-a-vis de la besnoitiose

Tous les Séronégatifs  Séropositifs sans signe Séropositifs avec
taureaux (n=36) (n=11) clinique (n=16) signes cliniques (n=9)
Moyenne * écart-type 7,00 + 5,30 6,91+2,10 a 6,38+4,36 a 8,22+890 a
Médiane 6 7 5,75 5
Etendue [1,5; 30,5] [4;11] [1,5;15] [2; 30,5]

Deux lettres différentes (a, b) sur une méme ligne indiquent des valeurs significativement différentes (p<0,05).

Le volume moyen de I'éjaculat était de 6,91 £ 2,10 ml chez les taureaux séronégatifs,
de 6,38 + 4,36 ml chez les taureaux séropositifs sans signe clinique, et de 8,22 +

8,90 ml chez les taureaux séropositifs avec signes cliniques.
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Tableau 13 : Volumes des éjaculats (en ml) des 36 taureaux prélevés par électroéjaculation en

fonction de la sévérité de leurs lésions génitales

Tous les Sans lésion Lésions génitales Lésions génitales
taureaux (n=36) génitale (n=20) modérées (n=11) séveres (n=5)
Moyenne * écart-type 7,00 + 5,30 7,38+6,19 a 7,36 +4,09 a 470+£3,80 a
Médiane 6,00 5,75 8,00 4,00
Etendue [1,5; 30,5] [2;30,5] [2;14] [1,5; 11]

Deux lettres différentes (a, b) sur une méme ligne indiquent des valeurs significativement différentes (p<0,05).

Les volumes moyens + écarts-types des €jaculats obtenus étaient de 7,38 +
6,19 ml chez les taureaux ne présentant pas de Iésion génitale, de 7,36 + 4,09 ml
chez ceux présentant des lésions génitales modérées, et de 4,70 £ 3,80 ml chez

ceux présentant des lésions génitales séveres (Tableau 13).

La séropositivité et la présence de lésions génitales ou leur sévérité n’a pas
affecté le volume des éjaculats.
Ce résultat peut étre expliqué par le fait que le sperme est majoritairement composé
de plasma séminal. Or, comme précisé précédemment, le plasma séminal est
principalement sécrété par les glandes annexes, en particulier les veésicules
séminales, organes qui ne semblent pas affectés par Besnoitia besnoiti (KUMI-

DIAKA et al., 1981) ni par les lésions génitales recherchées dans I'étude.

b. Concentration en spermatozoides de I’éjaculat

La concentration moyenne en spermatozoides des 36 éjaculats recueillis était
de 278 = 385 millions/ml, ce qui correspond a la limite basse attendue chez des
taureaux en monte naturelle. Cependant, la récolte ayant été réalisée par
électroéjaculation, les valeurs usuelles sont a revoir a la baisse. A titre d’exemple,
RIGAL (2008) a obtenu des éjaculats en moyenne 2,5 fois moins concentrés en
spermatozoides par électroéjaculation que par récolte au vagin artificiel.

La concentration en spermatozoides a été inférieure au seuil de détection du
spectrophotomeétre (< 1 million/ml) chez un animal parmi les 36. Pour les calculs, la
concentration a été arbitrairement fixée a 1 million/ml chez ce taureau appartenant

au groupe des séropositifs avec signes cliniques.
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Les éjaculats des taureaux séronégatifs ont eu une concentration moyenne +
ecart-type de 385 + 462 millions/ml et ceux des taureaux séropositifs sans signe
clinique de 317 + 257 millions/ml (Tableau 14).

Les éjaculats des taureaux séropositifs avec signes cliniques ont eu une

concentration moyenne plus faible (p=0,018, Kruskal-Wallis) de 79 £ 86 millions/ml.

Tableau 14 : Concentrations en spermatozoides (en milliard/ml) des éjaculats des 36 taureaux

prélevés par électroéjaculation en fonction de leur statut sanitaire vis-a-vis de la besnoitiose

Tous les Séronégatifs  Séropositifs sans signe Séropositifs avec
taureaux (n=36) (n=11) clinique (n=16) signes cliniques (n=9)
Moyenne * écart-type 0,278 + 0,325 0,385+ 0,462 a 0,317 £ 0,257 a 0,079 +0,086 b
Médiane 0,116 0,115 0,227 0,052
Etendue [0,001 ; 1,32] [0,033; 1,32] [0,02 ; 0,85] [0,001 ; 0,285]

Deux lettres différentes (a, b) sur une méme ligne indiquent des valeurs significativement différentes (p<0,05).

Ainsi, les taureaux présentant des signes cliniques de besnoitiose ont eu un éjaculat
moins concentré en spermatozoides que les taureaux sans signe clinique, qu’ils

soient séropositifs ou séronégatifs.

Tableau 15 : Concentrations en spermatozoides (en milliard/ml) des éjaculats des 36 taureaux

prélevés par électroéjaculation en fonction de la sévérité de leurs Iésions génitales

Tous les Sans lésion Lésions génitales Lésions génitales
taureaux (n=36) génitale (n=20) modérées (n=11) séveres (n=5)
Moyenne * écart-type 0,278 + 0,325 0,397 £0,371 a 0,163+0,194 b 0,055+ 0,066 b
Médiane 0,116 0,289 0,080 0,040
Etendue [0,001 ; 1,320] [0,020 ; 1,320] [0,044 ; 0,600] [0,001 ; 0,164]

Deux lettres différentes (a, b) sur une méme ligne indiquent des valeurs significativement différentes (p<0,05).

Les taureaux sans lésions génitales ont produit des éjaculats en moyenne
plus concentrés en spermatozoides que les taureaux avec des lésions génitales

modérées ou séveres (p=0,005, Kruskal-Wallis) (Tableau 15).
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Les éjaculats collectés par électroéjaculation des taureaux séropositifs avec
signes cliniques et ceux des taureaux affectés par des lésions génitales ont donc été
moins concentrés en spermatozoides. Méme si l'interprétation s’avere délicate en
raison de la technique de récolte par électroéjaculation, ces observations semblent
confirmer les hypothéses précédentes, c’est-a-dire une moindre production de
spermatozoides par le parenchyme testiculaire altéré chez les taureaux malades et

chez ceux présentant des Iésions génitales.

c. Quantité de spermatozoides

La quantité de spermatozoides par éjaculat a été calculée en multipliant la
concentration en spermatozoides par le volume de I'éjaculat. Il s’agit d’'un paramétre
relativement stable quelle que soit la méthode de collecte (électroéjaculation et vagin
artificiel) (FOSTER et al., 1970).

Les quantités de spermatozoides par éjaculat ont été comprises entre 27
millions et 9,24 milliards pour 35 taureaux. La quantité de spermatozoides de
I'éjaculat du taureau dont la concentration était inférieure au seuil de détection de
spectrophotomeétre a été arbitrairement fixée a 2 millions de spermatozoides
(éjaculat de 2 ml ayant une concentration fixée a 1 million de spermatozoides/ml)

pour les analyses.

La quantité moyenne + écart-type de spermatozoides par €jaculat a été de
1,79 = 2,32 milliard. Elle a été de 2,55 + 3,00 milliards chez les taureaux
séronégatifs, de 1,92 + 2,25 milliard chez les taureaux séropositifs sans signe
clinique, et tend a étre plus faible (p=0,11, Kruskal-Wallis), de 0,637 + 0,80 milliard

chez les taureaux séropositifs avec signes cliniques (Tableau 16).
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Tableau 16 : Quantités de spermatozoides (en milliards) par éjaculat collecté sur 36 taureaux

par électroéjaculation, en fonction de leur statut sanitaire vis-a-vis de la besnoitiose

Tous les Séronégatifs  Séropositifs sans signe Séropositifs avec
taureaux (n=36) (n=11) clinique (n=16) signes cliniques (n=9)
Moyenne * écart-type 1,792 £ 2,324 2,551 +£2,996 a 1,921 +2,245 a 0,637+0,795 b
Médiane 0,678 0,715 0,934 0,414
Etendue [0,002;9,240] [0,297 ; 9,240] [0,140 ; 7,000] [0,002 ; 2,489]

Deux lettres différentes (a, b) sur une méme ligne indiquent des valeurs tendant a étre différentes (p=0,11).

La présence de lésions génitales sévéres est associée a une quantité plus

faible de spermatozoides par éjaculat (p=0,020, Kruskal-Wallis) (Tableau 17).

Tableau 17 : Quantités en spermatozoides (en milliards) dans les éjaculats collectés sur 36

taureaux par électroéjaculation en fonction de la sévérité de leurs lésions génitales

Tous les Sans lésion Lésions génitales Lésions génitales
taureaux (n=36) génitale (n=20) modérées (n=11) séveres (n=5)
Moyenne * écart-type 1,792+ 2,324 2411+2541 3 1,375+2,107 A 0,238 +0,287 b
Médiane 0,678 1,881 0,490 0,200
Etendue [0,002 ; 9,240] [0,140 ; 9,240] [0,160 ; 7,000] [0,002; 0,715]

Deux lettres différentes (a, b) dans une méme ligne indiquent des valeurs significativement différentes (p<0,05).

Ainsi, les taureaux présentant des signes cliniques de besnoitiose ou surtout
présentant des lésions génitales sévéres produisent des éjaculats contenant moins
de spermatozoides que les taureaux sains.

Ce résultat va dans le sens des hypothéses évoquées concernant les différences de
volume et de concentration en spermatozoides des éjaculats: plus que la
séropositivité vis-a-vis de la besnoitiose, ce sont les signes cliniques de la maladie et
les lésions génitales qui sont associés a une plus faible production de

spermatozoides.
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d. Test de Schalm

24 taureaux sur les 36 dont I'éjaculat a été récolté ont présenté un test de
Schalm négatif. 5 ont présenté une faible réaction de 1+ au test de Schalm, 6 une

réaction de 2+, et 1 une réaction de 3+ (Tableau 18).

Tableau 18 : Résultats des tests de Schalm réalisés sur les éjaculats collectés sur 36 taureaux

par électroéjaculation en fonction de leur statut sanitaire vis-a-vis de la besnoitiose

Schalm Tous les Séronégatifs  Séropositifs sans signe Séropositifs avec
taureaux (n=36) (n=9) clinique (n=15) signes cliniques (n=9)
0 24 6 a 12 a 6 a
1+ 5 2 1 2
2+ 6 3 2 1
3+ 1 0 1 0
4+ 0 0 0 0

Deux lettres différentes (a, b) sur une méme ligne indiquent des valeurs significativement différentes (p<0,05).
La réaction au test de Schalm sur les éjaculats collectés sur les taureaux n’a
pas été différente (Test de Khi?) en fonction de leur statut vis-a-vis de la besnoitiose

ou de la sévérité de leurs Iésions génitales (données non représentées).

Les tests de Schalm ont été négatifs sur le liquide pré-spermatique des 4

taureaux dont la semence n’a pas été récoltée.

e. Motilité massale

La moyenne * écart-type des motilités massales des éjaculats obtenus sur les
36 taureaux est de 3,43 + 1,38 (Tableau 19).
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Tableau 19 : Motilités massales des éjaculats collectés sur 36 taureaux par électroéjaculation

en fonction de leur statut sanitaire vis-a-vis de la besnoitiose

Tous les Séronégatifs  Séropositifs sans signe Séropositifs avec
taureaux (n=36) (n=11) clinique (n=16) signes cliniques (n=9)
Moyenne * écart-type 3,43+ 1,38 4,27 £ 1,01 a 3,66 + 1,21 a 2,00+£1,00 b
Médiane 3,75 5,00 3,75 2,00
Etendue [1;5] [2; 5] [2;5] [1;4]
Nombre dans v.u. 33 11 16 6
Proportion dans v.u. 92 % 100 % 100% a 67% b

Deux lettres différentes (a, b) sur une méme ligne indiquent des valeurs significativement différentes (p<0,05).
(valeurs usuelles (v.u.) : = 2)

Les éjaculats obtenus sur les taureaux séronégatifs et séropositifs sans signe
clinique ont eu des motilités massales plus élevées que ceux des taureaux
séropositifs avec signes cliniques (p=0,001, Kruskal-Wallis). Par contre, il n’y a pas
de différence observée entre les taureaux séronégatifs et les taureaux séropositifs
sans signe clinique.

De plus, les 27 taureaux ne présentant pas de signes cliniques (séronégatifs et
séropositifs) ont eu des motilités massales supérieures ou égales a 2, c’est-a-dire
considérées comme satisfaisantes. Par contre, 3/9 (33 %) taureaux présentant des
signes clinigues de besnoitiose ont eu une motilitt massale insuffisante. Cette
difféerence comparée aux taureaux séropositifs sans signe clinique est significative
(p=0,042, test exact de Fisher et correction de Bonferroni) et a tendance significative
comparée aux taureaux séronégatifs (p=0,11, test exact de Fisher et correction de

Bonferroni).

Lorsque sont comparées les motilités massales des taureaux ayant différents
scores cliniques, des différences significatives ont également été observées
(p=0,001, Kruskal-Wallis) : les taureaux sans lésion génitale ont produit des éjaculats
ayant des motilités massales supérieures a celles des éjaculats des autres taureaux.
De plus, plus de la moitié des éjaculats des taureaux atteints de lésions génitales
séveres ont eu une motilité massale considérée insuffisante, contrairement aux
€jaculats des taureaux présentant des Iésions génitales modérées et de ceux ne
présentant pas de Iésion génitale. Cette différence est significative (respectivement
p=0,0006 et p=0,012, tests exacts de Fisher et correction de Bonferroni) (Tableau
20).
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Tableau 20 : Motilités massales des éjaculats collectés sur 36 taureaux par électroéjaculation

en fonction de la sévérité de leurs lésions génitales

Tous les Sans lésion Lésions génitales Lésions génitales
taureaux (n=36) génitale (n=20) modérées (n=11) séveres (n=5)
Moyenne % écart-type 3,43+1,38 400+1,18 a 295+1,15 b 220+164 b
Médiane 3,75 4,25 3,00 1,00
Etendue [1;5] [2;5] [2;5] [1;4]
Nombre dans v.u. 33 20 11 2
Proportion dans v.u. 92 % 100% a 100% a 40% b

Deux lettres différentes (a, b) sur une méme ligne indiquent des valeurs significativement différentes (p<0,05).
(valeurs usuelles (v.u.) : = 2)

La motilité massale dépend de la concentration de [I'éjaculat en
spermatozoides et du taux de spermatozoides en mouvement, et la variation de ces
deux critéres a un fort impact sur la valeur de la motilité massale (BARTH, 2007). Or
une variation de la concentration en spermatozoides a été observée entre les
différents groupes de taureaux dans les paragraphes précédents. En comparant
cette variation a celle de la motilité massale, une corrélation apparait entre les deux
parameétres, la motilité massale augmentant avec la concentration (Graphique 2)

(p<0,0001, test de corrélation de Spearman).

Influence de la concentration en spermatozoides surla
; motilité massale
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Graphique 2: Influence de la concentration en spermatozoides sur la motilité massale des

éjaculats collectés sur 36 taureaux par électroéjaculation
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Ainsi, d’aprés ces résultats, il est probable que la variation de la motilité massale soit
liée a la concentration en spermatozoides plus qu’au taux de spermatozoides en

mouvement, paramétre qui est évalué au travers de la motilité individuelle.

f. Motilité individuelle

La motilité individuelle moyenne + écart-type des 36 éjaculats est de 60 + 18

%, avec des valeurs allant de 20 a 85 % (Tableau 21).

Tableau 21: Motilités individuelles des éjaculats collectés sur 36 taureaux par

électroéjaculation en fonction de leur statut sanitaire vis-a-vis de la besnoitiose

Tous les Séronégatifs  Séropositifs sans signe Séropositifs avec
taureaux (n=36) (n=11) clinique (n=16) signes cliniques (n=9)
Moyenne * écart-type 60+ 18 % 65+15% a 61+20% a 52+15% a
Médiane 60 % 70 % 65 % 55 %
Etendue [20 ; 85] % [40 ; 85] % [20 ; 80] % [25; 75] %
Nombre dans v.u. 33 11 14 8
Proportion dans v.u. 92 % 100 % 88 % 89 %

Deux lettres différentes (a, b) une méme ligne indiquent des valeurs significativement différentes (p<0,05).
(valeurs usuelles (v.u.) : > 30 %)
Aucune différence significative n’a été objectivée concernant la motilité
individuelle entre les éjaculats des taureaux des différents statuts sanitaires vis-a-vis

de la besnoitiose.

Tableau 22 : Motilités individuelles des éjaculats collectés sur 36 taureaux par

électroéjaculation en fonction de la sévérité de leurs Iésions génitales

Tous les Sans lésion Lésions génitales Lésions génitales
taureaux (n=36) génitale (n=20) modérées (n=11) séveres (n=5)
Moyenne * écart-type 60+ 18 % 64+17% a 55+21% a 53+7% a
Médiane 60 % 65 % 60 % 50 %
Etendue [20 ; 85] % [20 ; 85] % [20; 75] % [45 ; 60] %
Nombre dans v.u. 33 19 9 5
Proportion dans v.u. 92 % 95 % 82 % 100 %

Deux lettres différentes (a, b) sur une méme ligne indiquent des valeurs significativement différentes (p<0,05).
(valeurs usuelles (v.u.) : > 30 %)
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De méme, aucune différence significative n’a été mise en évidence
concernant la motilité individuelle entre les éjaculats des taureaux avec ou sans

lésion génitale (Tableau 22).

Ainsi, les différences de motilités massales décrites précédemment sont
expliquées par les différences de concentrations en spermatozoides et non par des
différences de motilité individuelle des spermatozoides.

Cette observation rejoint la remarque de BARTH en 2008 qui affirme que le
parenchyme testiculaire sain est capable de continuer a produire des
spermatozoides mobiles. Ainsi, chez les taureaux atteints de lésions testiculaires
méme séveres, le peu de spermatozoides produits sont mobiles, d’'ou une motilité

individuelle inchangée.

g. Taux de mortalité des spermatozoides

Lors de la lecture des lames colorées pour évaluer le taux de mortalité, tous
les spermatozoides étaient colorés (donc morts) sur plusieurs lames, alors méme
que les motilités massales et individuelles n’étaient pas nulles dans les éjaculats
respectifs. Cette anomalie, qui concerne 6 taureaux parmi les 36 (3 taureaux
séronégatifs et 3 taureaux séropositifs sans signe clinique), est probablement liée a
une altération des membranes des spermatozoides survenue entre la récolte et la
coloration, comme évoqué dans le paragraphe « 3.c. Examen de la semence ».

Les résultats de mortalité des gametes ont donc été calculés a partir des 30 autres
éjaculats (Tableaux 23 et 24). Le statut sanitaire des taureaux vis-a-vis de la
besnoitiose et la sévérité de leurs Iésions génitales n'ont pas eu d’'impact sur la

vitalité des spermatozoides.
De la méme fagon que pour la motilité individuelle, 'absence de différence de

mortalité est sans doute liée a la capacité du parenchyme testiculaire sain a produire

des spermatozoides vivants.
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Tableau 23 : Pourcentage de spermatozoides morts dans les éjaculats collectés sur 30

taureaux par électroéjaculation en fonction de leur statut sanitaire vis-a-vis de la besnoitiose

Tous les Séronégatifs  Séropositifs sans signe Séropositifs avec
taureaux (n=36) (n=11) clinique (n=16) signes cliniques (n=9)
Moyenne % ecart-type 3817 % 39+16% a 32+x17% a 45+18% a
Médiane 37 % 39% 25% 48 %
Etendue [15;74] % [15;63] % [16; 68] % [16;74] %
Nombre dans v.u. 18 4 10 4
Proportion dans v.u. 50 % 50 % 77 % 44 %

Deux lettres différentes (a, b) sur une méme ligne indiquent des valeurs significativement différentes (p<0,05).
(valeurs usuelles (v.u.) : <40 %)

Tableau 24 : Pourcentage de spermatozoides morts dans les éjaculats collectés sur 30

taureaux par électroéjaculation en fonction de la sévérité de leurs lésions génitales

Tous les Sans lésion Lésions génitales Lésions génitales
taureaux (n=36) génitale (n=20) modérées (n=11) séveres (n=5)
Moyenne * écart-type 38+17 % 37+14% a 35+19% a 48+19% a
Médiane 37 % 38 % 32 % 32 %
Etendue [15;74] % [15; 56] % [16 ; 68] % [23;74] %
Nombre dans v.u. 18 8 8 2
Proportion dans v.u. 50 % 57 % 73 % 40 %

Deux lettres différentes (a, b) sur une méme ligne indiquent des valeurs significativement différentes (p<0,05).
(valeurs usuelles (v.u.) : <40 %)

h. Taux d’anomalies des spermatozoides

Les résultats des taux d’anomalies spermatiques totales et des anomalies de

téte, de piece intermédiaire et de queue sont présentés dans les Tableaux 25 et 26.
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Tableau 25: Taux d’anomalies des spermatozoides dans les éjaculats collectés sur 36

taureaux par électroéjaculation en fonction de leur statut sanitaire vis-a-vis de la besnoitiose

Tous les L Séropositifs sans Séropositifs avec
. Séronégatifs
Anomalies : taureaux (n=11) signe clinique signes cliniques
n=
(n=36) (n=16) (n=9)
Totales Moyenne
i 20+ 16 % 19+19% 2 21+17% A 20+13% @
écart-type
Médiane 17 % 16 % 16 % 19 %
Etendue [3;74] % [3;66] % [5;74] % [5;49] %
De téte Moyenne *
i 7+7% 4+3% 2 8+10% @ 8+x6% 2
écart-type
Médiane 5% 5% 5% 8 %
Etendue [0; 38] % [0;10] % [1;38] % [2;24] %
De piéce Moyenne *
711 % 1+17% @ 5+8% 6+£5% @
intermédiaire  écart-type
Médiane 4 % 3% 4 % 5%
Etendue [0; 56] % [0; 56] % [0;34] % [1;18] %
De queue Moyenne %
) 6+5% 4+3% 2 7+7% b 6£3% D
écart-type
Médiane 5% 3 % 6 % 6 %
Etendue [0;32] % [1;9] % [0;32] % [3;13] %

Deux lettres différentes (a, b) sur une méme ligne indiquent des valeurs tendant a étre significativement

différentes (p<0,1).

Les taux d’anomalies totales, d’anomalies de téte et d’anomalies de piéce

intermédiaire sont similaires chez les taureaux séronégatifs et séropositifs vis-a-vis

de la besnoitiose. Cependant, les anomalies de queue tendent a étre plus fréquentes

chez les taureaux séropositifs que chez les séronégatifs (p=0,097, Kruskal-Wallis).
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Tableau 26 : Taux d’anomalies des spermatozoides dans les éjaculats collectés sur 36

taureaux par électroéjaculation en fonction de la sévérité de leurs lésions génitales

Tous les Sans lésion
. Lésions génitales Lésions génitales
Anomalies : taureaux génitale
(n=36) (n=20) modérées (n=11) séveres (n=5)
n= n=
Totales Moyenne
ccart-t 20+ 16 % 18+16 % 4 16+9% 2 38+19% b
écart-type
Médiane 17 % 15 % 15 % 32 %
Etendue [3;74] % [3;74] % [5;36] % [19; 66] %
De téte Moyenne *
ccartt 7+7% 7+8% @ 5+3% @ 13+8% b
écart-type
Médiane 5% 5% 4 % 8 %
Etendue [0;38] % [0;38] % [1;10] % [6; 24] %
De piéce Moyenne *
711 % 6+9% a 4+3% a 17+23 % a
intermédiaire  écart-type
Médiane 4 % 4 % 4 % 5%
Etendue [0; 56] % [0;34] % [1;8] % [2 ; 56] %
De queue Moyenne %
ccart. 6+5% 4+3% @ 8+8% @ 9+3% b
écart-type
Médiane 5% 5% 6 % 10 %
Etendue [0;32] % [0;9] % [2;32] % [5;13] %

Deux lettres différentes (a, b) sur une méme ligne indiquent des valeurs significativement différentes (p<0,05)
ou tendant a étre significativement différentes (p<0,1, pour la ligne De téte).

Chez les taureaux présentant des Iésions génitales sévéres, le taux
d’anomalies totales a été supérieur a celui observé chez les taureaux des autres
groupes (p=0,033, Kruskal-Wallis). Cette différence est expliquée par une plus faible
proportion d’anomalies de queue chez les taureaux sans lésions génitales séveres
(p=0,023, Kruskal-Wallis) et de maniére moins importante par une différence de taux
d’anomalies de téte (p=0,087, Kruskal-Wallis). Par contre, le taux d’anomalies de la
piece intermédiaire n'a pas été augmenté chez les taureaux atteints de lésions

genitales.
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Les anomalies de téte, et de queue dans une moindre mesure, sont
majoritairement des anomalies primaires, c’est-a-dire des anomalies survenues
pendant la phase testiculaire de la spermatogenése (FERNANDES et al., 2008).
Ainsi, les taureaux séropositifs présentent plus d’anomalies de queue que les
séronégatifs. Ce résultat correspond a I'’hypothése d’'une altération du parenchyme
testiculaire consécutive a la présence de kystes parasitaires.

De plus, les taureaux présentant des lésions génitales sévéres présentent plus
d’anomalies spermatiques, en particulier de téte et de queue, que les males sains ou
modérément atteints. Puisque les lésions retenues dans cette étude sont

principalement des lésions testiculaires, ce résultat était attendu.

i. Score séminologique

Les paramétres séminologiques ont été globalement dégradés chez les
taureaux séropositifs, en particulier chez ceux présentant des signes cliniques, et
chez ceux atteints de lésions testiculaires.

Le score séminologique, décrit au paragraphe « 6. Evaluation de la fonction
sexuelle », est fondé sur la quantité de spermatozoides, la motilité individuelle et le

taux d’anomalie des spermatozoides dans chaque éjaculat.

Tableau 27: Scores séminologiques des éjaculats collectés sur 36 taureaux par

électroéjaculation en fonction de leur statut sanitaire vis-a-vis de la besnoitiose

Tous les Séronégatifs Séropositifs sans Séropositifs avec

taureaux (n=36) (n=11) sign(t:l::ig)ique signe?n(::Iigr;iques
Satisfaisant Nombre 11 5 5 1
Proportion 31 % 45 % 31 % 11 %
Moyen Nombre 21 5 10 6
Proportion 58 % 45 % 63 % 67 %
Médiocre Nombre 4 1 1 2
Proportion 11 % 9 % 6 % 22 %

Aucune différence significative n’a été observée entre les scores

séminologiques des taureaux des différents statuts sanitaires (Tableau 27).
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Tableau 28: Scores séminologiques des éjaculats collectés sur 36 taureaux par

électroéjaculation en fonction de leurs lIésions génitales

Sans lésion o o . .
Tous les . Lésions génitales  Lésions génitales
génitale o o
taureaux (n=36) modérées (n=11) séveres (n=5)
(n=20)
Satisfaisant Nombre 11 9 2 0
Proportion 38 % 45 % 18 % 0 %

Moyen Nombre 21 11 8 2
Proportion 58 % 55 % 73 % 40 %

Médiocres Nombre 4 0 1 3
Proportion 1% 0% 9 % 60 %

Les taureaux présentant des Iésions génitales sévéres ont eu des scores

séminologiques en moyenne plus faibles que les taureaux sans Iésion ou que les

taureaux avec des lésions génitales modérées (p=0,005, Kruskal-Wallis).

Les proportions de taureaux dont les scores séminaux sont classés dans les

catégories Satisfaisant, Moyen et Médiocre different également en fonction de la

sévérité des Iésions génitales (Tableau 28) :

- 9des 11 éjaculats qualifiés de Satisfaisant appartiennent a des taureaux sans

lésion génitale, et aucun taureau atteint de lésions génitales séveéres n’a

produit de sperme classé dans la catégorie Satisfaisant.

- 3 des 4 éjaculats qualifiés de Médiocre appartiennent a des taureaux ayant

des lésions génitales sévéres, et aucun taureau sans lésion génitale n’a

produit d’éjaculat classé dans la catégorie Médiocre. Cette différence est

significative (p=0,005, test exact de Fisher).

6. Bilan

a. Parameétres séminologiques

Le Tableau 29 récapitule les effets du statut sanitaire vis-a-vis de la

besnoitiose et des |ésions génitales sur la qualité séminologique.
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Tableau 29 : Récapitulatif des différences observées entre les catégories de taureaux (statut

sanitaire vis-a-vis de la besnoitiose et Iésions génitales) pour les paramétres séminologiques

Parameétre

Statut sérologique

Score clinique

Nombre de stimulations

Volume de I'éjaculat

Concentration en
spermatozoides

Quantité de spermatozoides
Test de Schalm
Motilité massale

Moatilité individuelle

Taux de mortalité des
spermatozoides

Taux d’anomalies totales des
spermatozoides

Taux d’anomalies de téte

Taux d’anomalies de piece
intermédiaire

Taux d’anomalie de queue

Score séminologique

Plus élevé chez les taureaux
séropositifs (avec ou sans
signes cliniques)

Pas de différence

Plus faible chez les taureaux
séropositifs avec signes
cliniques

Tendant a étre plus faible chez
les taureaux séropositifs avec
signes cliniques

Pas de différence

Plus faible chez les taureaux
séropositifs avec signes
cliniques

Pas de différence

Pas de différence

Pas de différence

Pas de différence

Pas de différence

Tendant a étre plus élevé chez
les taureaux séropositifs (avec
ou sans signes cliniques)

Pas de différence

Pas de différence

Pas de différence

Plus faible chez les
taureaux ayant des lésions
génitales

Plus faible chez les taureaux
ayant des Iésions génitales
séveres

Pas de différence
Plus faible chez les

taureaux ayant des lésions
génitales

Pas de différence
Pas de différence

Plus élevé chez les taureaux
ayant des Iésions génitales
séveres

Tendant a étre plus élevé
chez les taureaux ayant des
Iésions génitales séveres

Pas de différence

Plus élevé chez les taureaux
ayant des lésions génitales
séveres

Plus élevé chez les taureaux
ayant des lésions génitales
séveéres

Dans ce tableau, il apparait que la fonction sexuelle est altérée chez les

taureaux séropositifs avec signes cliniques, c’est-a-dire atteints cliniquement de

besnoitiose, par rapport aux autres. En effet, chez eux, le nombre de stimulations

permettant I'électroéjaculation, la concentration en spermatozoides, leur quantité par

€jaculat, la motilité massale et le taux d'anomalies de la queue des spermatozoides

sont dégradés.

75



Comme cela était prévisible, les lésions de I'appareil génital, notamment
séveres, ont altéré la plupart des paramétres séminologiques, mis a part le volume
des éjaculats, la motilité individuelle, les tests de Schalm et les taux de mortalités et
d’anomalies de la piéce intermédiaire des spermatozoides. En outre, lorsque les
lésions étaient seulement modérées, la concentration en spermatozoides dans les

€jaculats et leur motilité massale ont été altérées.

b. Bilan général

L’ADN de Besnoitia besnoiti n’a pas été détecté dans la semence des 40
taureaux testés. Cette recherche a été réalisée par qPCR dont la sensibilité est
estimée a 2,5 parasites par test.

Ce résultat est en accord avec les données de KUMI-DIAKA en 1981. Ce dernier
avait déja révélé une absence de parasite dans le sperme de 4 taureaux infectés
chroniques. Cependant, dans son étude, KUMI-DIAKA avait cherché Besnoitia
besnoiti au microscope, c’est-a-dire par une méthode beaucoup moins sensible que
la gPCR utilisée dans cette étude.

Mais malgré la sensibilité de la qPCR, I'absence du parasite dans la semence de
taureaux séropositifs et méme cliniguement atteints est a nuancer. En effet, méme si
aucun kyste n’a jamais é€té mis en évidence dans les glandes annexes et l'urétre,
leur présence a été démontrée dans les tubes séminiferes et les épididymes
(EUZEBY, 1987 ; KUMI-DIAKA et al., 1981). Ainsi, la rupture de kystes dans les
conduits génitaux pourrait entrainer la présence des parasites dans la semence de
maniére intermittente. Une excrétion intermittente dans le sperme de taureau a
d’ailleurs été démontrée pour Neospora caninum par FERRE et al. en 2005. Dans
leur étude, le protozoaire a été trouvé a une concentration maximale de 10 parasites
par millilitre de sperme. Ce faible nombre de parasites, associé a une excrétion
intermittente, pourrait donc expliquer la difficulté de mettre en évidence Besnoitia
besnoiti dans le sperme des taureaux, pour autant que cette excrétion existe.

Ainsi, a partir de notre étude, nous pouvons dire que le risque transmission de
Besnoitia besnoiti par le sperme de taureaux infectés chroniques est trés faible.

Par contre, la transmission du parasite lors de la saillie n’a pas été envisagée dans
cette étude. En effet, lors du coit, le pénis du male entre en contact avec la
muqueuse vaginale de la femelle. La rupture de kystes a bradyzoites présents dans
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les muqueuses (ALZIEU et al., 2007) pourrait alors permettre la transmission de la
maladie au cours de la saillie.

De plus, aucune conclusion ne peut étre proposée concernant la transmission du
parasite pendant la phase aigiie de la besnoitiose. Cependant, durant cette phase,
les taureaux sont dans un état fébrile intense qui ne leur permet probablement pas

de saillir les femelles.

Cette étude a également mis en évidence une relation significative entre la
présence de lésions de I'appareil génital et le statut sanitaire des taureaux vis-a-vis
de la besnoitiose : les taureaux séropositifs présentaient plus de Iésions de fibrose
testiculaire modérées a séveres, et les taureaux cliniquement infectés par le parasite
présentaient plus d’anomalies génitales modérées a sévéres allant de
I'hyperkératose scrotale jusqu’a la dégénérescence testiculaire. A I'opposé, aucun
taureau séronégatif ne présentait de lésion sévére. Toutefois, I'imputabilité de la
besnoitiose n’est pas démontrée. En effet, d’autres affections associées ou non a de
'hyperthermie peuvent conduire a des Iésions de fibrose testiculaire ou

d’épaississement cutané du scrotum.

Cette étude a également mis en évidence une relation entre la présence de
lésions geénitales, notamment sévére, et une dégradation de la qualité de la

semence.

En définitive, cette étude montre que la besnoitiose sous forme clinique,
méme fruste, est associée a une augmentation du nombre de Iésions testiculaires, et
que ces lésions testiculaires sont responsables d’'une dégradation de la qualité du

sperme.

Cependant, en l'absence de signe clinique, la besnoitiose n’induit pas
d’altération de la qualité des éjaculats entre les taureaux séropositifs et les taureaux
séronégatifs.

Il semblerait donc que l'infestation des taureaux séropositifs sans signe clinique est
plus faible que celle des taureaux séropositifs avec signes cliniques. Or la quantité
de parasites dans les tissus pourrait étre associée a la sévérité des lésions : dans les
testicules par exemple, les troubles de la thermorégulation et la pression des kystes
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sur les cellules germinales pourraient induire leur nécrose et des lésions de fibrose
consécutives (KUMI-DIAKA et al., 1981). Ainsi, chez les taureaux séropositifs sans
signe clinique, la plus faible infestation parasitaire pourrait expliquer I'absence de
répercussion sur la qualité séminologique.

Une autre explication pourrait étre liée a un biais lors de la constitution des trois
groupes de taureaux (séronégatifs, séropositifs sans signe clinique et séropositifs
avec signes cliniques). En effet, dans cette étude, les 40 animaux ont été
sélectionnés sur la base du volontariat des éleveurs et non pas par une sélection
aléatoire. Une différence d’age est observée entre les trois groupes : les taureaux
séronégatifs sont en moyenne plus jeunes que les séropositifs sans et avec signes
cliniques (respectivement 2,26 + 1,39 ans contre 4,58 + 1,63 et 4,03 + 1,95 ans ;
p=0,001, Kruskal-Wallis). Cette différence d’age est associée a une différence de
circonférence scrotale (37,0 £ 1,95 cm chez les taureaux séronégatifs, contre 39,8 +
2,80 cm chez les taureaux séropositifs sans signe clinique et 40,1 £ 2,71 cm chez les
taureaux séropositifs avec signes cliniques ; p=0,009, Kruskal-Wallis). Or, chez de
jeunes taureaux tels que 10 des 11 taureaux séronégatifs de I'étude, la circonférence
scrotale est corrélée de maniére importante a la production de spermatozoides
(WILLETT, OHMS, 1957).

Ainsi, ces différences entre les groupes de taureaux ont pu apporter un biais dans
'analyse de l'effet de la besnoitiose sur certains paramétres séminologiques. Par
exemple, la quantité de spermatozoides par éjaculat dépend de la circonférence
scrotale et par conséquent, la non-homogénéité des lots de taureaux a pu réduire les

différences liées a la maladie.

La différence d’dge des taureaux séronégatifs est probablement liée au
caractére enzootique de la besnoitiose dans le canton de Seyne-Les-Alpes. Dans ce
schéma épidémiologique, I'age est considéré comme un facteur de risque, et la
probabilit¢ de contamination par Besnoitia besnoiti augmente avec I'adge des
taureaux (ALVAREZ-GARCIA et al., 2013).
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Conclusion

En conclusion, cette étude a montré que le sperme n’est sans doute pas une
source de contamination majeure pour la besnoitiose.
Par contre, les lésions de I'appareil génital sont plus nombreuses chez les taureaux
présentant des signes cliniques de besnoitiose, méme lorsque ces signes cliniques
sont frustes (kystes scléraux, hyperkératose limitée).
Cette étude a mis en évidence une relation entre ces Iésions et la qualité du sperme
des taureaux, et entre la besnoitiose chronique et une dégradation de la qualité de la
semence des taureaux atteints.
Cependant, cette altération ne concerne que les taureaux présentant des signes
cliniques de la maladie, caractérisés par la présence de kystes sur la sclére ou un
épaississement cutané. Les taureaux séropositifs sans signe clinique et sans Iésion
génitale modérée a sévere n'ont pas montré de dégradation de la qualité de leur
sperme.
Donc dans une zone d’enzootie comme le canton de Seyne-Les-Alpes ou
I'éradication de la besnoitiose est actuellement impossible a cause de I'absence de
traitement ou de vaccin efficaces, I'utilisation d’'un taureau séropositif en monte
naturelle peut ne pas avoir de conséquence néfaste sur les paramétres de
reproduction du troupeau, a condition que ce taureau soit asymptomatique vis-a-vis
de la besnoitiose et sans lésion génitale importante. De plus, I'arrivée dans une zone
d’enzootie d’'un animal sain vis-a-vis de la besnoitiose augmente le risque pour cet
animal de développer une forme clinique de la maladie. Il est donc préférable pour
les éleveurs de conserver leurs animaux séropositifs sans signe clinique dont la

probabilité de développer une forme clinique de besnoitiose est faible.

Cependant, un animal séropositif, méme asymptomatique, est porteur de kystes
parasitaires. Il est donc une source possible de contamination pour les autres
animaux du troupeau et des troupeaux voisins par lintermédiaire des insectes
hématophages (ALVAREZ-GARCIA et al., 2013).

Donc, pour conclure, il est recommandé de ne pas garder de taureaux

séropositifs et cliniquement atteints de besnoitiose, en raison d’'une part de la
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dégradation de la qualité de leur semence, et d’autre part du risque de contamination

a partir du réservoir de parasites qu’ils constituent.

Concernant les taureaux séropositifs sans signe clinique de besnoitiose, deux

cas sont a envisager :

dans une région d’enzootie vis-a-vis de la besnoitiose, leur élimination n’est
pas conseillée. En effet, ces individus n'ont que peu de risque de développer
une forme clinique de la maladie car ils vivent dans un état d’équilibre avec le
parasite, et leur fonction sexuelle est conservée. Leur remplacement par des
animaux sains provenant de zones indemnes de besnoitiose risque au
contraire d’aboutir au développement d’'une forme clinique de la maladie chez
ces animaux naifs importés.

dans une région relativement indemne de besnoitiose, I'élimination du taureau
est préconisée. En effet, méme s’ils sont potentiellement aussi fertiles que les
individus séronégatifs, les animaux séropositifs constituent aussi un réservoir

de parasites pour le reste du troupeau et les élevages alentour.
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Annexes

. Annexe | : Tableau décrivant les caractéristiques générales des 40 taureaux

Identification du Race Age (années) Note d’état Circonférence
taureau corporel scrotale (cm)
0089 Charolais 3,96 Nd 39
0477 Charolais 3,62 3,5 40
3628 Limousin 1,60 2,5 35
1310 Charolais 2,82 Nd 41
0103 Charolais 3,89 Nd 40
0411 Charolais 3,42 3,7 41,5
8877 Limousin 3,34 3,5 35
5109 Charolais 1,65 3,2 35
6314 Limousin 4,48 4 37,5
0434 Charolais 3,68 Nd 40
1524 Charolais 2,69 3,5 445
6050 Blond d'aquitaine 3,37 3 37,5
9704 Charolais 1,46 3 34,5
9507 Charolais 4,69 3,5 445
1293 Charolais 6,44 3,7 38
2935 Charolais 1,98 Nd 40
8853 Limousin 4,29 3,5 36
1781 Limousin 6,12 3,5 38,5
5085 Limousin 6,60 4 42
8449 Limousin 2,13 3 38,5
1193 Angus 3,40 Nd 43
1257 Limousin 4,95 3 40
8776 Limousin 1,94 3,5 39
9880 Limousin 8,47 3,5 45
0542 Limousin 7,48 4 37
1570 Limousin 1,70 3,5 38
4692 Limousin 1,98 3 36
3894 Abondance 1,54 3 36
0492 Charolais 6,48 4 43
2216 Charolais 1,57 3 41
2594 Charolais 1,69 2,5 41
1389 Charolais 5,65 3 43
1690 Charolais 2,73 3,5 38,5
9216 Charolais 2,59 3 35,5
4309 Limousin 4,79 4 39
7030 Limousin 5,79 3,5 37
7054 Charolais 1,69 3 37
1544 Charolais 5,38 3,2 39,5
7037 Limousin 2,70 3,7 Nd
7494 Charolais 6,35 4 38

Nd : non disponible
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Annexe Il : Tableau décrivant le statut des 40 taureaux vis-a-vis de la

besnoitiose
Sérologies
Identification Western  ELISA ELISA gPCR
- Statut vis-a-vis de la besnoitiose
du taureau Blot Prionics IDVet cutanée

0089 Positif Positif Positif Négatif Séropositif sans signe clinique
0477 Positif Positif Positif Négatif Séropositif sans signe clinique
3628 Négatif Positif Négatif Négatif Séronégatif
1310 Positif Positif Positif 23.53 Séropositif sans signe clinique
0103 Positif Positif Positif Négatif Séropositif avec signes cliniques
0411 Positif Positif Positif Négatif Séropositif avec signes cliniques
8877 Positif Positif Positif Négatif Séropositif sans signe clinique
5109 Négatif Positif Négatif Négatif Séronégatif
6314 Positif Positif Positif Négatif Séropositif sans signe clinique
0434 Positif Positif Positif 37.73 Séropositif sans signe clinique
1524 Positif Positif Positif 27.08 Séropositif avec signes cliniques
6050 Négatif  Négatif Négatif Négatif Séronégatif
9704 Négatif  Négatif Négatif Négatif Séronégatif
9507 Positif Positif Positif 38.10 Séropositif sans signe clinique
1293 Positif Positif Positif Négatif Séropositif sans signe clinique
2935 Positif Positif Positif 16.64 Séropositif avec signes cliniques
8853 Positif Positif Positif 36.80 Séropositif sans signe clinique
1781 Négatif  Négatif Négatif Négatif Séronégatif
5085 Positif Positif Positif Négatif Séropositif sans signe clinique
8449 Négatif  Négatif Négatif Négatif Séronégatif
1193 Positif Positif Positif 27.55 Séropositif sans signe clinique
1257 Positif Positif Positif Négatif Séropositif avec signes cliniques
8776 Positif Positif Positif 24.34 Séropositif sans signe clinique
9880 Positif Positif Positif Négatif Séropositif avec signes cliniques
0542 Positif Positif Positif 38.83 Séropositif sans signe clinique
1570 Négatif  Négatif Négatif 35.22 Séronégatif
4692 Négatif Positif Négatif Négatif Séronégatif
3894 Négatif  Négatif Négatif 39.67 Séronégatif
0492 Positif Positif Positif 34.53 Séropositif sans signe clinique
2216 Négatif  Négatif Négatif Négatif Séronégatif
2594 Positif Positif Positif Négatif Séropositif avec signes cliniques
1389 Positif Positif Positif Négatif Séropositif sans signe clinique
1690 Positif Positif Positif 23.89 Séropositif avec signes cliniques
9216 Positif Positif Positif 27.02 Séropositif avec signes cliniques
4309 Positif Positif Positif 20.52 Séropositif avec signes cliniques
7030 Positif Positif Positif 33.31 Séropositif avec signes cliniques
7054 Négatif  Négatif Négatif 35.61 Séronégatif
1544 Positif Positif Positif 20.86 Séropositif avec signes cliniques
7037 Positif Positif Positif 35.56 Séropositif sans signe clinique
7494 Positif Positif Positif 32.41 Séropositif sans signe clinique
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lll. Annexe lll : Tableau décrivant les Iésions génitales des 40 taureaux

Identification du taureau Lésions génitales Classification des lésions génitales
0089 Absence Absentes
0477 Absence Absentes
3628 Absence Absentes
1310 fibrose testiculaire modérée, Iésions scrotales, Modérées
0103 Abceés scrotaux, hyperkératose scrotale sévere Séveres

Hyperkératose scrotale séveére, lésions

0411 scrotales, fibrose testiculaire l1égere Séveres
8877 Fibrose testiculaire Iégére Absentes
5109 Absence Absentes
6314 Absence Absentes
0434 Fibrose testiculaire modérée Modérées
Dégénérescence testiculaire unilatérale,
1524 induration épididymaire, hyperkératose scrotale Séveres
modérée
6050 Absence Absentes
9704 Absence Absentes
9507 Absence Absentes
1293 Fibrose testi(_:ulailje modértrée, induration Modérées
testiculaire unilatérale
2935 vaerkératos_e scrotale sé’v(’are, Fibrose Séveres
testiculaire modérée
8853 Induration épididymaire bilatérale Modérées
1781 Kyste épididymaire unilatéral Modérées
5085 Fibrose testiculaire Iégére Absentes
8449 Absence Absentes
1193 Absence Absentes
1257 Hyperkératose scrotale modérée Modérées
8776 Absence Absentes
9880 Hyperkératose scrotale légére Absentes
0542 Fibrose testiculaire sévére Modérées
1570 Fibrose testiculaire Iégére Absentes
4692 Fibrose testiculaire |égére, verrue scrotale Absentes
3894 Absence Absentes
0492 Fibrose testiculaire Iégére Absentes
2216 Kyste épididymaire bilatéral Séveéres
2594 Fibrose testiculaire modérée Modérées
1389 Fibrose testiculaire Iégére Absentes
1690 Hyperkératose scrotale modérée Modérées
9216 Hyperkératose scrotale modérée Modérées
4309 vaerkératos_,e sc_rotale sévfere, fibrose Séveres
testiculaire modérée
7030 Fibrose testiculaire modérée Modérées
7054 Fibrose testiculaire Iégére Absentes
1544 Fibrose testiculaire I1égére Absentes
7037 ] _F_ibrose_ test!cu_llaire sévére, induration Séveres
épididymaire, Iésions scrotales nombreuses
7494 Fibrose testiculaire sévére Modérées
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IV. Annexe IV : Tableau décrivant les parameétres séminologiques des 40

taureaux

I?jinttg:fraeg%n Stim. Vol. Conc. Quant. I\ril]c;t.. I?ﬁl]c(;t Sch. Mort. ﬁ‘; fé? ﬁnl '33
0089 20 2 0,179 0,358 3 55 0 39 19 11 4 5
0477 15 2,5 0,625 1,5625 45 80 0 26 14 4 4 6
3628 10 55 1,2 6,6 5 55 2 50 16,5 5 11 1
1310 14 8,5 0,105 0,8925 3,5 75 0 25 13 6 4 3
0103 30 5 0,04 0,2 1 50 0 74 19 7 2 10
0411 57 2 <0,001 <0,002 1 50 0 50 49 24 18 7
8877 17 5 0,65 3,25 5 80 0 100 5 5 0 0
5109 15 7 1,32 9,24 5 80 0 40 6 4 0 2
6314 17 3 0,325 0,975 5 75 0 100 16 5 4 7
0434 20 2 0,08 0,16 3 20 0 68 36 1 4 32
1524 - - - - - - 0 - - - - -
6050 13 6 0,45 2,7 5 75 0 100 3 0 1 2
9704 42 9 0,033 0,297 2 70 0 100 37 5 28 5
9507 Nd 15 0,165 2,475 35 60 2 99 74 38 34 2
1293 18 2 0,09 0,18 2 75 0 18 155 6 4 6
2935 - - - - - - 0 - - - - -
8853 15 14 0,5 7 5 70 0 19 12 2 2 8
1781 Nd 7 0,07 0,49 3 70 0 63 95 4 3 3
5085 12 8 0,275 2,2 4 80 0 23 85 4 3 2
8449 8 4,5 0,105 0,4725 5 85 0 37 215 7 6 9
1193 - - - - - - 0 - - - - -
1257 24 2 0,08 0,16 2 75 1 37 25 10 8 7
8776 29 8 0,85 6,8 5 55 0 25 275 15 5 9
9880 26 3 0,285 0,855 4 55 0 48 8 4 2 3
0542 14 6 0,6 3,6 5 50 1 32 19 4 6 10
1570 5 8,5 0,5 4,25 5 80 2 15 5 0 3 2
4692 Nd 0,293 2,344 5 40 2 100 20 10 3 7
3894 3 4 0,08 0,32 4 40 0 22 4 2 1 1
0492 40 7 0,02 0,14 2 80 0 56 245 15 4 6
2216 Nd 11 0,065 0,715 4 60 1 30 665 6 56 5
2594 - - - - - - 0 - - - - -
1389 51 55 0,397 0,255 2 20 3 54 7,5 1 0 7
1690 23 10 0,117 1,17 3 25 2 51 20,5 8 8 5
9216 13 9,5 0,0436 0,4142 2 60 0 16 55 2 1 3
4309 29 4  0,00674 0,02696 1 60 0 64 25 8 5 13
7030 46 8 0,0519 0,4152 2 35 0 36 175 8 5 6
7054 29 55 0,115 0,6325 4 60 1 53 20,5 8 9 5
1544 16 30,5 0,0816 2,4888 2 60 1 27 13,5 4 4 6
7037 20 1,5 0,164 0,246 4 45 2 23 32 19 4 10
7494 34 12  0,0534 0,6408 2 54 0 16 55 3 1 2

Légende :

Stim : Nombre de stimulations électriques nécessaires a I'éjaculation ; Vol.: Volume de I'éjaculat; Conc. :
Concentration en spermatozoides de I'éjaculat (milliard/ml) ; Quant. : Quantité de spermatozoides calculée
dans I'éjaculat (milliards) ; Mot. ma. : Motilité massale ; Mot. ind. : Motilité individuelle (%) ; Sch.: Test de
Schalm ; Mort. : Taux de mortalité (%) ; An. tot. : Taux d’anomalies totales (%) ; An. tét. : Taux d’anomalies de
téte (%) ; An. p.i. : Taux d’anomalie de piéce intermédiaire (%) : An. qu. : Taux d’anomalie de queue (%)
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Nom : FLORENTIN
Prénom : Simon

Titre : La semence de taureaux infectés par Besnoitia besnoiti : moindre qualité et source de
contamination ?

Résumé : La besnoitiose bovine, due a Besnoitia besnoiti, est une maladie émergente dont la
transmission par le sperme et I'effet sur la fonction sexuelle des taureaux sont encore méconnus.
L’'objectif de cette thése était de déterminer le role éventuel du sperme dans la transmission de la
besnoitiose et les effets de la besnoitiose chronique sur la fonction sexuelle du taureau. La présence
de 'ADN de Besnoitia besnoiti dans le sperme et/ou le liquide pré-spermatique de 40 taureaux, et la
relation entre les statuts sérologiques, cliniques et séminologiques ont été évalués chez 11 taureaux
non infectés, 17 taureaux infectés subcliniquement et 12 taureaux infectés cliniquement. Le sperme a
été récolté par électroéjaculation sur 36 taureaux en septembre 2013, en région Provence-Alpes-Cbte
d’Azur ou la besnoitiose est enzootique.

L’ADN du parasite n’a été mis en évidence par PCR quantitative dans aucun échantillon de sperme
et/ou de liquide pré-spermatique des 40 taureaux. La transmission de Besnoitia besnoiti par le sperme
semble donc trés peu probable.

Les taureaux cliniquement infectés par Besnoitia besnoiti ont présenté plus d’altérations du tractus
génital que les taureaux non infectés ou infectés subcliniques. Une relation entre le statut infectieux
des taureaux vis-a-vis de la besnoitiose et la qualité du sperme a été mise en évidence, avec une
moindre qualité séminologique chez les taureaux présentant des signes cliniques de besnoitiose. Une
relation significative a également été notée entre les lésions génitales et la qualité séminologique.
Cela signifie qu’en I'absence de signe clinique et de Iésions génitales modérées a séveéres, la
besnoitiose chronique bovine a peu d’impact sur la qualité du sperme.

C’est la raison pour laquelle il est préférable de réformer les taureaux cliniquement atteints de
besnoitiose sous sa forme chronique.

Mots-clés : besnoitiose - Besnoitia besnoiti - taureau - sperme - excrétion spermatique - fonction
sexuelle - lésions génitales - électroéjaculation - sérologie - ELISA - Western Blot - PCR - qualité
séminologique

Title: The bull semen infected by Besnoitia besnoiti: lower quality and source of contamination ?

Abstract: The bovine besnoitiosis, due to Besnoitia besnoiti, is an emerging disease for which the
transmission through the semen and the effect on the sexual function of bulls are still unknown.

The aim of this thesis was to determine the role of semen in a putative sexual transmission of bovine
besnoitiosis and the consequences of the chronic besnoitiosis on the sexual function of the bull. The
presence of Besnoitia besnoiti DNA in the semen and/or the prespermatic fluid of 40 bulls, and the
relationship between the serological, clinical and seminal status were evaluated in 11 uninfected, 17
subclinically infected and 12 clinically infected bulls. Semen of 36 bulls was collected by
electroejaculation in September 2013, in the region of Provence-Alpes-Cote d’Azur, where the
besnoitiosis is enzootic.

No Besnoitia besnoiti DNA was detected by quantitative real-time PCR in the semen and/or
prespermatic fluid of the 40 bulls whatever the category of bulls. Consequently, the transmission of
Besnoitia besnoiti by the semen seems to be unlikely in natural conditions.

Bulls clinically infected with Besnoitia besnoiti showed significantly more genital tract alterations than
uninfected or subclinically infected bulls. A relationship between besnoitiosis infectious status and
semen quality was evidenced, with a lower semen quality when bulls were clinically infected.
Moreover, a significant relationship was noted between genital lesions and semen score. This means
that in the absence of clinical signs and moderate to severe genital lesions, chronic bovine
besnoitiosis is unlikely to alter semen quality.

That is why culling or separation of clinically infected bulls from the remaining healthy animals is
strongly recommended.

Key words: besnoitiosis - Besnoitia besnoiti - bull - semen - spermatic excretion - sexual function -
genital lesions - electroejaculation - serology - ELISA - Western Blot - PCR - seminal quality
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