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INTRODUCTION

En France, la monte naturelle est le mode de reproduction le plus répandu en
élevage bovin allaitant. Ainsi, en 2011, 85% des veaux de races allaitantes étaient
issus de saillies et seulement 15 % d'inséminations artificielles (Alteroche, 2013). En
cas de trouble de la fertilité dans ces élevages, il est intéressant d’avoir une méthode
rapide et peu colteuse pour évaluer la qualité de la semence du taureau
reproducteur. Ainsi, I'’évaluation de la qualité de la semence est possible par la
réalisation d’un spermogramme. Le terme « spermogramme » regroupe différentes
méthodes d’évaluation du sperme dont 'examen de la vitalité et des anomalies
morphologiques des spermatozoides. Ces deux examens sont réalisables grace a
des frottis colorés de sperme. Ceci permet de mettre en évidence des troubles de la

spermatogénése et d’évaluer la qualité du sperme.

De nombreuses méthodes de coloration de sperme existent dont la plus couramment
utilisée est la coloration dite « vitale » a base d’éosine et de nigrosine. Cette
coloration peut se présenter sous différentes formes, soit en réactifs dissociés tel le
kit Vita-Eosine® (réactifs RAL, Martillac), soit avec les réactifs directement associés
entre eux tel le kit Sperm VitalStain® (Nidacon, Suéde). Les « colorations vitales »
permettent I'évaluation de la vitalité par I'évaluation de lintégrité membranaire.
Les colorants vitaux pénetrent la membrane altérée des spermatozoides morts. Les
cellules capables de rejeter ces colorants sont alors considérées comme vivantes.
Une autre catégorie de méthodes de coloration comprend les colorations dites
« totales » qui ont pour but de mettre en évidence les anomalies morphologiques.
Ces colorations totales peuvent étre simples ou doubles. La coloration totale double
permet en plus de mettre en évidence I'acrosome. Un exemple de coloration totale

double est le kit Spermoscan® (réactifs RAL, Martillac).

Les trois types de formulation de colorants cités (Vita- Eosine®, Sperm VitalStain®,
Spermoscan®) n’ont pas été comparés chez les bovins. De ce fait, il n'est pas

possible de savoir si ces trois colorants peuvent étre utilisés indifféremment.
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La présente étude a pour but de comparer trois méthodes de coloration du sperme
disponibles pour I'évaluation de la vitalité et des anomalies morphologiques des
spermatozoides : deux colorations commerciales a base d’éosine-nigrosine (Vita-
Eosine® et Sperm VitalStain®) et une coloration commerciale a base d’éosine et de

bleu de méthyléne (Spermoscan®).

La semence a été prélevée dans le cadre d’'une étude sur 'impact de la besnoitiose
sur la fertilité de taureaux reproducteurs et la qualité de la semence. Les résultats de
cette étude sont présentés dans la thése de doctorat vétérinaire de Simon
FLORENTIN intitulée « La semence de taureaux infectés par Besnoitia besnoiti :

moindre qualité et source de contamination ? ».
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. MATERIEL ET METHODE

1. Organisation de I'étude

La récolte des échantillons et des données s’est déroulée du 9 au 12 septembre
2013 au Centre de monte mulassier et équin de Seyne-les-Alpes, dans le
département des Alpes-de-Haute-Provence (04). Les participants de I'étude sont la
Fédération Régionale des Groupements de Défense Sanitaire de la région Provence-
Alpes-Cote d'Azur (FRGDS PACA), I'Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse
(ENVT) et les éleveurs de la région PACA.

Au total, 43 taureaux de races allaitantes agés de 1,5 a 8,5 ans (moyenne + écart-
type : 3,8 £ 1,9 ans) pratiquant la monte naturelle ont été présentés par des éleveurs
volontaires (Tableau 1). Sur ces 43 taureaux, 2 taureaux limousins n’ont pas été
prélevés pour raison de sécurité et un éleveur a refusé le prélevement de son
taureau blond d’Aquitaine. Sur les 40 taureaux restants, quatre n'ont pas pu étre

prélevés en raison de défauts de réponse a I'électroéjaculateur.

Sur les 36 taureaux prélevés lors de I'expérimentation, 29 taureaux présentaient une
sérologie positive a la besnoitiose dont 12 présentaient des signes cliniques. Les 8

autres taureaux étaient séronégatifs.

Tableau 1 : Races des taureaux de I'expérimentation

Blond
Race Charolais | Limousin Abondance | Angus | Total
d’Aquitaine
Nombre de
21 18 2 1 1 43
taureaux a prélever
Nombre de
18 16 1 1 0 36
taureaux prélevés

La contention de ces taureaux a été possible par l'utilisation d'une cage de
contention permettant un accés aisé a I'appareil génital du taureau.
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2. La récolte de sperme

La récolte de la semence a été réalisée a I'aide d’un électro-éjaculateur. Une sonde
rectale Electrojac5® (ldeal® Instruments, MIl, USA) a été utilisée (Photographie 1).

Photographie 1 : Sonde rectale Electrojac5® avec 3 électrodes longitudinales

Les étapes successives de la collecte ont débuté par un nettoyage soigneux de la
région préputiale du taureau a I'aide d’un savon antiseptique iodé (Vétédine savon™°,
Vétoquinol, Lure), suivi d’'un ringage abondant a I'eau claire et d’'un séchage au
papier jetable. Simultanément, un deuxiéme opérateur massait, par voie transrectale,

les glandes annexes dans le but de stimuler les sécrétions préspermatiques.

Aprés avoir préalablement vidé le rectum, la sonde transrectale était introduite dans
le rectum (électrodes dirigées ventralement) et l'intensité de la stimulation électrique
était progressivement augmentée manuellement jusqu’a obtenir [I'éjaculation.
L’éjaculat a été récupéré dans un tube de collecte de type Falcon"" grace & un cone
de prélevement. Le tube a été maintenu a la température de 37°C et a été

directement transféré au laboratoire, adjacent au hangar de collecte.
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3. Examen de la semence

L’examen de la semence a été réalisé immédiatement aprés la récolte par deux
opérateurs expérimentés dans le laboratoire adjacent (Photographie 2). Ces deux
opérateurs se sont mis en accord pour les différentes mesures. Les différentes

étapes de cet examen ont été décrites par Dumont (1997). Les résultats de

spermogramme attendus chez un taureau de monte naturelle sont présentés dans le

Tableau 16 (Annexe ).

Photographie 2 : Organisation de la paillasse du laboratoire

Les données obtenues lors de cet examen ont été analysées dans la thése de Simon
FLORENTIN (« La semence de taureaux infectés par Besnoitia besnoiti : moindre

qualité et source de contamination ? »).

a. Aspect macroscopique de I'éjaculat : volume, couleur et consistance

Directement aprés prélévement, le volume de I'éjaculat a été mesuré par lecture des
graduations du tube collecteur (type Falcon"P). Simultanément, la couleur et la

consistance ont été appréciées.
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b. Concentration

L’évaluation de la concentration a été réalisée par spectrophotométrie (Accuread,

IMV, L’Aigle) selon les recommandations du fabricant.

c. Motilité massale

Directement aprés le prélevement de la semence, une goutte de sperme a été
déposée a la surface d’'une lame préalablement chauffée a 37°C. La goutte a été

observée sous microscope au grossissement x100.

La motilité est notée sur une échelle allant de 0 a 5. Les critéres de notations sont

explicités dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Critéres de notation de la motilité massale

Note Observations
0 Immobilité
1 Léger mouvement, absence de vagues
2 Vagues peu nombreuses
3 Vagues nombreuses
4 Vagues rapides et intenses
5 Tourbillons trés rapides

d. Motilité individuelle

L’évaluation de la motilité individuelle a été réalisée par observation, au microscope a
contraste de phase, d'une goutte de sperme entre lame et lamelle, préalablement

chauffées a 37°C, au grossissement x100.
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La lecture a été réalisée apres dilution du sperme avec le dilueur, a base de lécithine
de soja, Bioxcell® (IMV technologies, L’Aigle) maintenu a 37°C. La dilution a pour but

de permettre d’'individualiser chaque spermatozoide en mouvement.

L’évaluation de la motilité individuelle consiste en l'estimation du pourcentage de
spermatozoides mobiles par rapport au nombre de spermatozoides totaux. Les
spermatozoides effectuant des mouvements sur place, tournant en petits cercles ou
se déplagant en arriére du fait d’'une queue repliée ne sont pas comptabilisés comme

mobile.

4. Reéalisation des lames colorées

Dans un méme temps étaient réalisées les lames permettant I'évaluation des
pourcentages de spermatozoides morts et de spermatozoides présentant des
anomalies morphologiques. Cette opération a été effectuée par deux opérateurs : un
opérateur n‘ayant jamais réalisé de spermogramme, qualifié de novice, et un
opérateur réalisant régulierement des spermogrammes depuis plusieurs années,

qualifié d’expérimenté.

Chaque éjaculat a été analysé a l'aide de trois kits de coloration différents : le
kit Vita-Eosine®, le kit Sperm VitalStain® et le kit Spermoscan®. Chaque coloration a

été doublée. Les deux opérateurs réalisaient chacun un jeu de lame.

Au début de I'expérimentation, les éjaculats fortement concentrés ont été dilués avec
le dilueur Bioxcell® maintenu a la température de 37°C. La dilution a pour but de
faciliter la lecture ultérieure en permettant d’individualiser plus facilement les
spermatozoides (diminution du nombre de spermatozoides sur un champ du
microscope). Suite a 'observation directe de la faible vitalité des spermatozoides de
ces quelques lames, il a été décidé de réaliser d’'une part un jeu de frottis avec du
sperme dilué, et d’autre part, un jeu de frottis avec du sperme non dilué afin d’évaluer
'effet du dilueur sur la vitalité. Chaque échantillon de semence de taureau a fait
I'objet de 6 étalements (3 dilués et 3 non dilués).
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Chaque frottis a été mis a sécher plusieurs heures a lair libre, a température
ambiante. Suite a ce séchage, les lames ont été lutées a l'aide d’Histolaque LMR®
(Labomoderne, Paris), laque transparente a séchage rapide. Ceci a permis une

lecture différée dans le temps des lames sans altération de la qualité de la coloration.

a. Reéalisation de la coloration Vita-Eosine®

Le kit Vita-Eosine® comporte une solution d’éosine concentrée a 2 % et une solution
de nigrosine concentrée a 2 %. Pour la réalisation des lames colorées avec le kit
Vita-Eosine®, 50 uL de sperme et 50 uL de solution d’éosine ont été mélangés dans
un tube Eppendorf puis agités 30 secondes. A ce mélange, il a été ajouté 100 uL de
solution de nigrosine. Ce type de méthode peut étre considéré comme une coloration

a I'éosine-nigrosine en deux étapes (cf. Figure 1).

Le frottis a été réalisé en étalant une goutte du mélange sur une lame a l'aide d’'une

lame rodée inclinée a 45°.

50ul de S0pl 100ul de

sperme W rd eosine rnigrosme
agite 30s agite 30s
[ % [

Figure 1 : Etapes de la coloration Vita-Eosine®

b. Réalisation de la coloration Sperm VitalStain®

Le kit Sperm VitalStain® comporte un unique flacon de colorant constitué de 0,67 %
d’éosine Y et de 10 % de nigrosine dilués avec du sodium chloride a 0,9 %. Pour la
réalisation des lames colorées avec le kit Sperm VitalStain®, 50 yL de sperme et 50

ML de VitalStain ont été mélangés dans un tube Eppendorf. Apres avoir agité le tube,
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le mélange a été mis a incuber 30 secondes, a température ambiante. Ce type de
méthode peut étre considéré comme une coloration a I'éosine-nigrosine en une

étape (cf. Figure 2).

Le frottis a été réalisé en étalant une goutte du mélange sur une lame a l'aide d’'une

lame rodée inclinée a 45°.

50pl de 50pl de

spermej rvitalstain

agité et laissé
incuber 30s

.-
Figure 2 : Etapes de la coloration Sperm VitalStain®

c. Réalisation de la coloration Spermoscan®

Un frottis a été réalisé avec une goutte de sperme déposée sur une lame et étalée a
I'aide d’une lame rodée inclinée a 45°. Ce frottis a été plongé 1 minute dans le flacon
contenant le fixateur (méthanol), puis 10 fois 1 seconde dans le flacon contenant de
'éosine Y et, pour finir, 10 fois 1 seconde dans le flacon contenant du bleu de
meéthyléne. Entre chaque étape, la lame est égouttée pour Oter I'excédent de

solutions (Figure 3).

Frottis plongé Frottis plongé Frottis plongé
1min 10 fois 1s 10 fois 1s
U Excédent U Excédent U
égouté égouté L .
—-- ——- go. L2VAGE @ l'eau
’ ‘ ' deminéralisée
Fixateur Eosine Bleu

Figure 3 : Etapes de la coloration Spermoscan®
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Le kit Spermoscan® colore le noyau en violet, 'acrosome en rose, le flagelle en rose

pale et la piéce intermédiaire en rose violaceée.

5. Lecture des étalements de sperme

a. Mode de lecture

Chaque lame a été lue par deux opérateurs (le novice et I'expérimenté). La lecture a
porté sur 200 spermatozoides selon les recommandations fournies par le fabricant.
Elle a été réalisée a l'aide d’'un microscope optique, au grossissement x1000
(oculaire 10 et objectif 100), a l'immersion. Les lames ont été lues de maniére
aléatoire, aucun échange des résultats obtenus lors des lectures ne se faisant entre

les opérateurs avant la fin de la lecture de I'ensemble des lames.

En tout, chaque opérateur a lu 216 lames (36 taureaux x 3 colorations x 2 dilutions).

b. Evaluation du pourcentage de spermatozoides vivants et morts

Cette évaluation a été réalisée avec les colorations vitales Vita-Eosine® et Sperm
VitalStain®. Les spermatozoides morts présentent une coloration rose (Photographie
3). Il est spécifié qu’avec la coloration Sperm VitalStain®, les spermatozoides
colorés seulement au niveau de la piéce intermédiaire sont vivants. Les

spermatozoides morts présentent une téte de couleur rose.

Un sperme de taureau allaitant est considéré insatisfaisant lorsqu’il présente plus de

40 % de spermatozoides morts (Hopkins et Spitzer, 1997).
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Photographie 3 : Spermatozoide mort coloré en rose et spermatozoide vivant non
coloré (blanc) (Vita-Eosine®)

Le Tableau 3 présente les paramétres comparés pour chaque taureau.

Tableau 3 : Parameétres d’étude de la vitalité chez le taureau X

Taureau X

Colorant Vita-Eosine® Sperm VitalStain®

Dilution non oui non oui

Lecteur :
1 = expérimenté 1 2 1 2 1 2 1 2

2 = novice

Spermatozoides morts (%)

c. Spermocytogramme

Pour les trois colorations, un spermocytogramme a été réalisé. Les anomalies
morphologiques ont été relevées selon la classification de Dumont (1997) (Figure 4).
Ces anomalies sont divisées en anomalies majeures et mineures en accord avec la
classification de Blom (1973). La dichotomie en anomalies majeures/mineures
permet de classer les anomalies selon leur importance dans le potentiel de

reproduction.
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Figure 4 : Anomalies morphologiques des spermatozoides selon la classification de
Blom (1973), simplifiée par Ott (1986) et modifiée par Dumont (Dumont, 1997)

Le Tableau 4 liste les anomalies morphologiques relevées lors de la lecture des

lames selon leur localisation (téte/piéce intermédiaire/queue) et leur importance dans

le potentiel de reproduction (majeures/mineures).

Tableau 4 : Liste des anomalies de spermatozoides relevées selon leur localisation
et la classification de Blom (1973)

Localisation Anomalies majeures Anomalies mineures
e Piriforme (Photographie 4) Seule (Photographie 4)
éte
Déformée (Photographie 5) Repliée
Bz Goulttelette proximale (Photographie 6)
iece
. o Déformée (Photographie 7) Gouttelette distale
intermédiaire .
rupture piece
] Enroulée distalement (Photographie 8)
Enroulée proximalement
Queue i queue courte/cassée
(Photographie 9) .
queue repliée

26




Photographie 4 : Téte de spermatozoide Photographie 5 : Spermatozoide avec

seule et piriforme téte déformée
(Spermoscan®) (Sperm VitalStain®)

Photographie 6 : Gouttelette proximale Photographie 7 : Deux spermatozoides

présente sur la piéce intermédiaire avec une piéce intermédiaire déformée
(Sperm VitalStain®) (Sperm VitalStain®)
Photographie 8 : Deux spermatozoides Photographie 9 : Spermatozoide avec
présentant un flagelle enroulé distalement flagelle enroulé proximalement
(Vita-Eosine®) (Vita-Eosine®)
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Lorsque deux anomalies étaient présentes sur le méme spermatozoide, seule
'anomalie majeure était comptabilisée (Exemple : sur la Photographie 2, la téte est
seule et piriforme : seule 'anomalie piriforme est comptabilisée). Néanmoins si deux
anomalies majeures étaient présentes sur le méme spermatozoide, 'anomalie de la

téte était comptabilisée.

Un sperme de taureau de race allaitante est considéré insatisfaisant lorsque le
pourcentage d’anomalies morphologiques des spermatozoides dépasse 30 % ou que
le pourcentage d’anomalies de la téte est supérieur a 20 % (Hopkins et Spitzer,
1997).

6. Analyse statistique

L’analyse statistique s’est faite selon une analyse de variance (ANOVA) grace au

logiciel R. Le seuil de 5 % (p < 0,05) a été retenu comme significatif.
Modeéle : Yijx =y + T+ Cj + O + D, + C*Ok + C*D; + C*Di*Ok + €
Avec :

T; = i taureau, aveci = [1:36] ;

C; = j°™ coloration, avec j = [1:3] ;

Oy = k®™ opérateur, avec k = [1:2] ;

D, = I°™ dilution, avec | = [0:1]
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Il. RESULTATS

Les données brutes sont exposées dans les Tableaux 17 et 18 en Annexe |I.

1. Appréciation des colorations par les opérateurs

Le Tableau 5 présente les différentes difficultés auxquelles les opérateurs ont été
confrontés en fonction de la coloration (Vita-Eosine®, Sperm VitalStain® et
Spermoscan®). Les résultats se basent sur les 72 frottis réalisés pour chacune de

ces colorations (2 frottis par taureau : 1 frottis dilué et 1 frottis non dilué).

Tableau 5 : Appréciation des difficultés de lecture des frottis (n = 72) selon la
coloration (Vita-Eosine®/Sperm VitalStain®/Spermoscan®)

Bulles Frottis pales Frottis trés pales Frottis illisible
Vita-Eosine® 8 (11,0 %) 1(1,4 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
Sperm VitalStain® 1(1,4 %) 3(4,2%) 1(1,4 %) 0 (0 %)
Spermoscan® 0 (0 %) 9 (12,5 %) 2 (2,8 %) 5 (6,9 %)

Des « bulles » sont présentes sur 11,0 % des frottis réalisés avec Vita-Eosine® et
sur 1,4 % des frottis réalisés avec Sperm VitalStain® (Photographie 10). Ces
« bulles » sont considérées comme un artéfact di a un mauvais dégraissage de

certaines lames. Elles ne sont visibles qu’en présence d’une coloration de fond.

Photographie 10 : « Bulles » présentes sur une lame colorée avec Sperm VitalStain®
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La coloration Spermoscan® présente une plus grande difficulté de lecture avec 12,5
% de frottis pales et 2,8 % de frottis trés pales. Elle est la seule coloration présentant
des lames non lisibles (6,9 %) dues a un défaut de coloration.

La coloration Sperm VitalStain® présente 5,6 % de lames difficiles a lire (3 pales et 1

trés pale) et la coloration Vita-Eosine® a 1,4 % de frottis pales.

La morphologie de la piece intermédiaire est plus difficilement appréciable avec la
coloration Spermoscan® en comparaison des deux autres colorations (Photographie
11). La coloration segmentaire (noyau, acrosome, piéce intermédiaire, queue) de ce

colorant n’est pas aisée.

=B Spemoscans  —b Vita-Eosine®

Photographie 11 : Comparaison de I'évaluation de la piéce intermédiaire avec les 3
colorations (Spermoscan®/Vita-Eosine®/Sperm VitalStain®)

Pour les colorations vitales (Vita-Eosine® et Sperm VitalStain®), I'appréciation de la
vitalité a été considérée comme plus difficile avec la coloration Sperm VitalStain®
(Photographies 12 et 13).

Sur la Photographie 12 (Vita-Eosine®), trois spermatozoides sont morts sur les six
observables contre deux spermatozoides morts sur cing sur la Photographie 13
(Sperm VitalStain®).
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Photographies 12 et 13 : Comparaison de I'évaluation de la vitalité des
spermatozoides avec le kit Vita-Eosine® (a gauche) et le kit Sperm VitalStain® (a
droite)

2. Evaluation de la vitalité (pourcentage de spermatozoides morts)

a. Relation entre 'opérateur, le dilueur et la coloration

Les données utilisées proviennent des 23 taureaux pour lesquels nous disposions de
lames colorées de semence diluée et non diluée. Avec ces données, une interaction
d’échelon 2 entre I'opérateur, la coloration et la dilution est donnée significative avec
p = 0,006 (ANOVA).

Tableau 6 : Pourcentage de spermatozoides morts (moyenne + écart-type) selon la

coloration (Vita-Eosine®/Sperm VitalStain®), I'état de dilution (dilué/non dilué) et le
statut de I'opérateur (expérimenté/novice)

Pourcentage de

spermatozoides morts Vita-Eosine® Sperm VitalStain®
Opérateur expérimenté

Semence non diluée 76,3>" £ 197 39,9%"+243
Semence diluée 94,0%%+ 11,9 89,3" % + 25,0
Opérateur novice

Semence non diluée 67,0**+ 15,5 432"+ 236
Semence diluée 90,3"°% 16,7 53,6™ %+ 19,0

%P les valeurs avec des exposants différents sur la méme ligne sont significativement différentes (p < 0,05 ;
ANOVA) ; * B: pour chaque opérateur, les valeurs avec des exposants différents dans la méme colonne sont
significativement différentes (p < 0,05 ; ANOVA)
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Lorsque la semence n’est pas diluée, I'opérateur expérimenté comptabilise en
moyenne (x écart-type) 76,3 £ 19,7 % de spermatozoides morts avec Vita-Eosine®
et 39,9 £ 24,3 % de spermatozoides morts avec le Sperm VitalStain®. L'opérateur
novice observe également une mortalité plus élevée avec la coloration Vita-Eosine®
(67,0

(43,2 £ 23,6 % de spermatozoides morts). Cette difféerence de mortalité entre les

+

15,5 % de spermatozoides morts) qu’avec la coloration Sperm VitalStain

deux colorations sur la semence non diluée est significative (p < 0,001) pour les deux
opérateurs. La coloration Vita-Eosine® est associée a une mortalité plus élevée

que la coloration Sperm VitalStain®.

Lorsque la semence est diluée avec le dilueur Bioxcell®, le nombre de
spermatozoides morts comptés par 'opérateur expérimenté s’éleve a 94,0 + 11,9 %
et a 89,3 + 25,0 % avec respectivement la coloration Vita-Eosine® et la coloration
Sperm VitalStain®. Cette élévation de la mortalité sur les frottis colorés lorsque la
semence est diluée par rapport a de la semence non diluée est significative pour les
deux colorations (p < 0,01 pour Vita-Eosine® et p < 0,001 pour Sperm VitalStain®).
La différence de 5 % (94,0 £ 11,9 % vs 89,3 + 25,0 %) obtenue entre les deux
colorants avec la dilution n’est pas significative (p = 0,2). Quelle que soit la
coloration, la dilution de la semence a l'aide du Bioxcell® est associée a un

nombre de spermatozoides colorés plus élevé qu'en I'absence de dilution.

Les résultats obtenus avec la coloration Vita-Eosine® par les deux opérateurs
(Tableau 6) ne présentent pas de différences significatives (p = 0,09) que la
semence soit diluée ou non. La coloration Vita-Eosine® n’entraine pas de

variation entre les opérateurs dans I’évaluation de la vitalité.

Avec de la semence non diluée, les moyennes (+ écart-type) obtenues par les deux
opérateurs avec la coloration Sperm VitalStain® (39,9 + 24,3 % vs 43,2 + 23,6 %) ne

présentent pas de différences significatives (p = 0,3).

En ce qui concerne la semence diluée colorée avec le kit Sperm VitalStain®,
I'opérateur expérimenté indique une mortalité de 89,3 + 25,0 % alors que I'opérateur
novice indique 53,6 £ 19,0 % (Graphique 1). Les résultats different significativement
entre les opérateurs avec la semence diluée (p < 0,001). Il est a noter que I'opérateur
novice obtient des résultats aux alentours de 50 % que la semence soit diluée ou non

avec cette coloration.
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Graphique 1 : Proportion de spermatozoides morts selon la coloration (Vita-
Eosine®/Sperm VitalStain®), le statut de 'opérateur (novice/expérimenté) et I'état de
dilution (dilué/non dilué)

b. Relation entre le pourcentage de spermatozoides vivants et la motilité

individuelle

Au vu des résultats obtenus dans la partie Il.2.a, seules les données de I'opérateur
expérimenté obtenues avec de la semence non diluée (mortalité plus faible) sont
utilisées pour étudier la relation entre le pourcentage de spermatozoides vivants et la

motilité individuelle avec les colorations Vita-Eosine® et Sperm VitalStain®.

L’analyse par régression linéaire (Graphique 2 et 3) ne montre pas de relation entre
le pourcentage de spermatozoides vivants et la motilité individuelle du sperme
des taureaux, quelle que soit la coloration (r2 = 0,04). Ainsi, sur des lames
réalisées a partir de semence présentant une motilité individuelle de 75 %, aucun

spermatozoide vivant n'a pu étre observé.
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Graphique 2 et 3 : Représentation des pourcentages de spermatozoides vivants
obtenus avec la coloration Vita-Eosine® (Graphique 2) et Sperm VitalStain®
(Graphigue 3) en fonction de la matilité individuelle de chaque échantillon de

semence (n = 23)

3. Evaluation des anomalies morphologiques

a. Relation entre 'opérateur et les anomalies morphologiques

Pour I'évaluation des anomalies morphologiques, seuls 18 taureaux peuvent étre
utilisés dans l'analyse statistique ANOVA. Il s’agit des 23 taureaux utilisés pour
'analyse de la vitalité auxquels sont 6tés les 5 taureaux dont une lame colorée avec
le Spermoscan® est illisible. L'analyse statistique sur ces 18 jeux de lames montre
une interaction entre I'opérateur et la coloration (p = 0,002). Il en est de méme si
seules les 23 lames Vita-Eosine® et Sperm VitalStain® sont comparées (p = 0,01)
(Tableau 19, Annexe llI).
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Tableau 7 : Pourcentage d'anomalies morphologiques (moyenne * écart-type) selon
le statut de I'opérateur (expérimenté/novice) et la coloration (Vita-Eosine®/Sperm
VitalStain®/Spermoscan®) (n = 18)

% d’anomalies (m % sd) Vita-Eosine® Sperm VitalStain® Spermoscan®
Total

Expérimenté 21,2" + 16,1 16,0 £ 12,3 12,9% +8,7
Novice 28,3%+ 15,1 28,6° + 10,1 28,2°%+ 10,2
Téte

Expérimenté 52" +43 53" +4,0 71%+6,5
Novice 76°+56 88°+6,8 9,6°+9,1

Piéce intermédiaire

Expérimenté 1,4%+25 6,04 +10,2 2,0"+34
Novice 1,4% 1,1 51%+73 1,0% 1,1
Queue

Expérimenté 147" + 13,4 4, 7" 277 38%+27
Novice 19,3% +12,7 15,9% 8,0 17,58 +87
oo

: les valeurs avec des exposants différents dans la méme colonne sont significativement
différentes (p < 0,05 ; ANOVA) ; les valeurs sur une méme ligne obtenues par I'opérateur expérimenté

sont analysées dans la partie 11.3.c.

L’'opérateur novice a significativement dénombré plus d’anomalies
morphologiques que l'opérateur expérimenté (p < 0,05) (Tableau 7). Cette
différence est plus ou moins accentuée en fonction de la coloration utilisée. La
différence est la plus faible avec le kit Vita-Eosine® avec 7,1 % d’écart entre
'opérateur expérimenté et 'opérateur novice. Cette différence entre opérateurs est
plus élevée (15,3 %) avec l'utilisation du kit Spermoscan®. Le nombre d’anomalies
morphologiques comptées par le novice est stable quel que soit la coloration utilisée
(environ 28 % d’anomalies morphologiques pour chaque colorant) contrairement a
l'opérateur expérimenté dont le nombre d’anomalies morphologiques mis en
évidence décroit lorsque I'on passe de la coloration Vita-Eosine® (21,2 £ 16,1 %), a
la coloration Sperm VitalStain® (16,0 + 12,3 %), a la coloration Spermoscan® (12,9 +
8,7 %).

A la lecture de la moyenne (+ écart-type) d’anomalies de queue (Tableau 7), il

apparait une grande différence entre les opérateurs, principalement avec les Kkits
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Sperm VitalStain® et Spermoscan® (11,2 % avec Sperm Vital stain® et 13,7 % avec
Spermoscan®). Les anomalies de queue regroupent les queues enroulées
proximalement ou distalement, les queues courtes et les queues repliées. En
détaillant chaque type d’anomalie (Tableau 8), le lecteur novice compte (moyenne +
écart-type) 10,2 + 5,4 % de queues repliées avec le colorant Sperm VitalStain® alors
que le lecteur expérimenté en compte 2,6 + 2,0 %. Cet écart est également important
avec le colorant Spermoscan® (11,7 £ 6,0 % vs 2,7 £ 2,4 %). La moyenne de
queues repliées est plus élevée lorsque la lecture est effectuée par I’opérateur
novice avec les trois colorations (p < 0,05). Cette différence est principalement

visible sur les colorations Sperm VitalStain® et Spermoscan®.

Tableau 8 : Pourcentage d’anomalies de la queue (moyenne + écart-type) selon le
type d’anomalies de la queue, le statut de I'opérateur (expérimenté/novice) et la
coloration (Vita-Eosine®, Sperm VitalStain®, Spermoscan®)

% d’anomalies (m % sd) Vita-Eosine® Sperm VitalStain® Spermoscan®

Queue (total)
Expérimenté 14,7" £ 13,4 47" +27 3,8°+27
Novice 19,3° + 12,7 15,9°+ 8,0 17,5 + 8,7

Queue repliée
Expérimenté 10,7" + 10,1 2,60+20 27" +24
Novice 13,2°+ 9,2 10,2° + 5,4 11,7°+ 6,0

Queue enroulée proximalement
Expérimenté 2,0°+20 15" +1,3 1,00+0,9
Novice 3,1°+28 34°+26 41°+ 41

Queue enroulée distalement
Expérimenté 1,84 +44 0,5°+1,2 0,1+ 0,3
Novice 3,0°+3,8 21%+27 14°+25

Queue courte

Expérimenté 0,1°+0,4 0,1+0,3 0,1 +0,3
Novice 0,1°+0,2 0,2°+0,4 0,3*+0,7
A, B.

: les valeurs avec des exposants différents dans la méme colonne sont significativement
différentes (p < 0,05 ; ANOVA) ; les valeurs sur une méme ligne obtenues par I'opérateur expérimenté

sont analysées dans la partie 11.3.c.
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Lorsque les queues repliées sont exclues de I'analyse, 'opérateur novice obtient, de
nouveau, des résultats supérieurs a l'opérateur expérimenté. Néanmoins, les
divergences entre opérateurs selon les colorants ne sont plus significatives (p >
0,05). L’interaction entre I'opérateur et la coloration est principalement due a

une différence de perception des queues repliées.

b. Relation entre la dilution et les anomalies morphologiques

L’analyse statistique par ANOVA sur les 18 jeux de lames a mis en évidence une
interaction significative entre coloration et dilution (p < 0,001). Il en est de méme si
seules les 23 lames Vita-Eosine® et Sperm VitalStain® sont comparées (p < 0,001)
(Tableau 20, Annexe llI).

Tableau 9 : Influence de I'état de dilution (dilué/non dilué) et de la coloration sur le
pourcentage d'anomalies morphologiques (moyenne * écart-type) (n = 18)

% d’anomalies (m % sd) Vita-Eosine® Sperm VitalStain® Spermoscan®
Total

Sperme dilué 16,1" + 8,8 19,6" + 10,3 19,3" + 10,8
Sperme non dilué 33,4°+ 16,8 252°+ 146 21,8°+ 13,4
Téte

Sperme dilué 54 +38 58"+38 71%+6,6
Sperme non dilué 7,4°+6,0 8,3°+6,8 9,5°+9,1
Piéce intermédiaire (PI)

Sperme dilué 1,212 5,6 +6,5 1,3*+15
Sperme non dilué 1,5"+25 5,6 +10,8 1,84 +3,3
Queue

Sperme dilué 95°+74 8,2" +6,1 10,9" +9,9
Sperme non dilué 244° + 13,6 12,3+ 9,4 10,5" +9,0
o

: les valeurs avec des exposants différents dans la méme colonne sont significativement
différentes (p < 0,05 ; ANOVA)

La coloration Vita-Eosine® présente une moyenne (x écart-type) d’anomalies

morphologiques de 33,4 + 16,8 % lorsque la semence est non diluée et de 16,1 + 8,8
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% lorsqu’elle est diluée. Cet écart est également présent avec la coloration Sperm
VitalStain qui montre en moyenne (+ écart-type) 25,2 + 14,6 % d’anomalies avec une
semence non diluée et 19,6 £ 10,3 % d’anomalies avec une semence diluée. Les
frottis Vita-Eosine® et Sperm VitalStain®, réalisés avec du sperme dilué,
présentent un plus faible pourcentage d’anomalies morphologiques que ceux
réalisés avec du sperme non dilué (p < 0,05). Cette différence est plus marquée
sur la coloration Vita-Eosine® avec un écart de 17,3 % d’anomalies entre la

semence diluée et non diluée contre un écart de 5,6 % avec le Sperm VitalStain®.

La coloration Spermoscan® présente en moyenne (x écart-type) 21,8 £ 13,4 % et
19,3 £ 10,8 % d’anomalies morphologiques avec respectivement la semence non
diluée et diluée. Cette faible différence est non significative (p = 0,2). La dilution n’a
pas d’effet sur le dénombrement des anomalies morphologiques avec la

coloration Spermoscan®.

En se focalisant sur la localisation de I'anomalie, il apparait que cet « effet dilution »
avec les kits Vita-Eosine® et Sperm VitalStain® provient essentiellement de la
différence de pourcentage d’anomalies de queue (Graphique 4 et Tableau 21,

Annexe V).

Anomalies (%)
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45
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35
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M non dilué

Vita-Eosing® Sperm Vital stain® Spermascan®

Graphique 4 : Influence de la dilution sur la fréquence des différentes anomalies
(Téte/Piece Intermédiaire (P1)/Queue) en fonction de la coloration (Vita-
Eosine®/Sperm VitalStain®/Spermoscan®)
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c. Relation entre la coloration et les anomalies morphologiques

e Etude sur'ensemble des anomalies morphologiques

Pour cette partie, seuls les frottis non dilués lus par 'opérateur expérimenté ont été
utilisés. Ceci correspond a I'étude des données de 29 taureaux pour lesquels nous

disposions de lames colorées avec les 3 techniques.

Tableau 10 : Pourcentage d’anomalies morphologiques (moyenne * écart-type) selon
la coloration (Vita-Eosine®/Sperm VitalStain®/Spermoscan®)

% d’anomalies (m % sd) Vita-Eosine® Sperm VitalStain® Spermoscan®
Total 27,2° £ 16,5 21,7°+19,5 16,0° £ 14,5
Téte 8,1+ 10,3 74°+79 9,5+12,3
Piéce intermédiaire 1,72+2,9 9,1°+155 2,2%+37
Queue 17,4+ 12,8 51°+27 4,3° £ 3,1

2P.¢ - es valeurs avec des exposants différents sur la méme ligne sont significativement différentes (p
< 0,05 ; ANOVA)

La fréquence des anomalies morphologiques est plus élevée avec la coloration Vita-
Eosine® (27,2 + 16,5 %), suivi par la coloration Sperm VitalStain® (21,7 + 19,5 %) ;

la moyenne (x écart-type) la plus basse est obtenue avec la coloration Spermoscan®
(16,0 £ 14,5 %) (Tableau 10).

En étudiant les résultats individuels du spermocytogramme, 10 taureaux sur 29
présentent des fréquences d'anomalies supérieures au seuil de 30 % avec le kit Vita-

Eosine®, contre 5 avec le kit Sperm VitalStain® et 3 avec le Spermoscan®.

Ces résultats montrent qu’il existe un effet significatif de la coloration sur le nombre
d’anomalies morphologiques comptabilisées (p < 0,05). Le nombre d’anomalies
morphologiques apparait significativement plus élevé avec la coloration Vita-

Eosine® qu’avec la coloration Spermoscan® (p < 0,05).

39



En dissociant le nombre total d’'anomalies morphologiques selon la localisation de
I'anomalie ou selon la classification de Blom, chaque colorant donne des proportions
différentes selon le type de classification considéré (Graphique 6 et Graphique 7,
Annexe VI).

e FEtude sur les anomalies de téte

Tableau 11 : Pourcentage d'anomalies de la téte (moyenne t écart-type) selon la
coloration (Vita-Eosine®/Sperm VitalStain®/Spermoscan®)

% d’anomalies (m * sd) Vita-Eosine® Sperm VitalStain® Spermoscan®
Téte (total) 8,17+ 10,3 74°+79 9,5°+12,3
Téte seule 3,8°+3,4 3,6°+4,0 4,3°+56
Téte déformée 34°+74 32°+54 45°+95
Téte repliée 0,9°+2,0 0,4°+0,9 0,7°+1,2

> les valeurs avec des exposants différents sur la méme ligne sont significativement différentes (p <
0,05 ; ANOVA)

Il N’y a pas d’effet significatif de la coloration sur le nombre d’anomalies
morphologiques de la téte (p = 0,3). Sur les 29 taureaux, deux présentent un
pourcentage d’anomalies supérieur a 20% avec les trois colorations. Le

Spermoscan® détecte un taureau supplémentaire.

e Etude sur les anomalies de piece intermédiaire

Tableau 12 : Pourcentage d’anomalies de la piéce intermédiaire (moyenne * écart-
type) selon la coloration (Vita-Eosine®/Sperm VitalStain®/Spermoscan®)

% d’anomalies (m * sd) Vita-Eosine® Sperm VitalStain® Spermoscan®
Piéce intermédiaire (total) 1,72+2,9 9,1°+ 15,5 2,2%+37
Gouttelette proximale 0,9°+1,9 41°+10,8 0,9% + 3,1
Gouttelette distale 0,1%+0,7 2,9°+8,0 0,3°+0,7
PI* déformée 0,5°+0,8 1,8°+£1,7 0,8°+1,0
Rupture PI* 0,2°+0,3 0,2°+0,5 0,2°+0,6

* Pl = Piéce Intermédiaire
2%+ |es valeurs avec des exposants différents sur la méme ligne sont significativement différentes (p <
0,05 ; ANOVA)
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La coloration Sperm VitalStain® indique une moyenne (+ écart-type) de 9,1 £ 15,5 %
d’anomalies de la piéce intermédiaire alors que la coloration Spermoscan® indique
2,2 £ 3,7 %, la coloration Vita-Eosine® indiquant 1,7 + 2,9 % (Tableau 12). La
coloration Sperm VitalStain® met significativement en évidence plus
d’anomalies de la piéce intermédiaire que la coloration Spermoscan® et la
coloration Vita-Eosine® (p < 0,05). Il n’y a pas de différences significatives

entre la coloration Spermoscan® et la coloration Vita-Eosine® (p = 0,1).

Une différence significative existe entre les colorations sur la présence de
gouttelettes et de déformations (p < 0,05). La coloration Sperm VitalStain® montre
plus de ces anomalies. Il n’existe pas de différence significative entre les colorations

sur la présence d’une rupture de piéce (p = 0,6).

e Etude sur les anomalies de queue

Tableau 13 : Pourcentage d’anomalies de la queue (moyenne + écart-type) selon la
coloration (Vita-Eosine®/Sperm VitalStain®/Spermoscan®)

% d’anomalies (m * sd) Vita-Eosine® Sperm VitalStain® Spermoscan®
Queue (total) 17,4°+ 12,8 51°+2,7 4,3°+ 3,1
Queue repliée 12,7+ 9,9 2,8°+1,9 2,6°£25
Queue enroulée proximale 2,8%+29 1,7°+13 1,4°+13
Queue enroulée distale 1,8°+4,6 0,5°+1,3 0,2° + 0,4
Queue courte 0,1%+0,3 0,1%+0,2 0,12+ 0,4

2P |es valeurs avec des exposants différents sur la méme ligne sont significativement différentes (p <
0,05 ; ANOVA)

La coloration Vita-Eosine® révele le taux le plus élevé d’anomalies de queue avec en
moyenne (+ écart-type) 17,4 + 12,8 %. Les colorations Sperm VitalStain® et
Spermoscan® présentent respectivement en moyenne (+ écart-type) 5,1 + 2,7 % et
4,3 + 3,1 % d’anomalies de queue (Tableau 13). Il n’existe pas de différences

significatives entre les colorations Sperm VitalStain® et Spermoscan® (p =0 ,1).

La coloration Vita-Eosine® met significativement en évidence plus d’anomalies
de queue que la coloration Sperm VitalStain® (p < 0,001) et que la coloration
Spermoscan® (p < 0,001).
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La principale différence entre les colorations porte sur 'anomalie de la queue repliée
(Tableau 13 et Graphique 5 présenté en Annexe IV). La coloration Vita-Eosine®
révéle en moyenne (x+ écart-type) 12,7 £ 9,9 % de queues repliées alors que les
colorations Sperm VitalStain® et Spermoscan® présentent respectivement 2,8 + 1,9
% et 2,6 £+ 2,5 % d’anomalies de queue repliée (Tableau 13). La coloration Vita-
Eosine® est associée a un nombre significativement plus élevé (p < 0,001) de

queues repliées que les deux autres méthodes.

e Etude sur les anomalies majeures et mineures

Tableau 14 : Pourcentage d'anomalies majeures et mineures (moyenne * écart-type)
selon la coloration (Vita-Eosine®/Sperm VitalStain®/Spermoscan®)

% d’anomalies (m % sd) Vita-Eosine® Sperm VitalStain® Spermoscan®
Majeures 7,84°+86 10,8° + 14,5 7,8%+10,3
Mineures 19,4 £ 12,9 10,9° + 11,8 8,3°+7,4

2P |es valeurs avec des exposants différents sur la méme ligne sont significativement différentes (p <
0,05 ; ANOVA)

Les anomalies majeures apparaissent plus fréquentes avec le colorant Sperm
VitalStain® (10,8 + 14,5 %) qu’avec le colorant Vita-Eosine® (7,8 + 8,6 %) et le
colorant Spermoscan® (7,8 + 10,3 %) (Tableau 14). Au vu des résultats exposés
précédemment, cette différence proviendrait de la faculté du Sperm VitalStain® a
mettre plus facilement en évidence les gouttelettes proximales et les déformations de
la piece intermédiaire. Cette proportion d’anomalies majeures plus importante avec le
Sperm VitalStain® n’est pas significative par rapport au colorant Vita-Eosine (p =

0,09) mais est significative par rapport au colorant Spermoscan® (p = 0,02).

Les anomalies mineures apparaissent plus fréquentes avec le colorant Vita-Eosine®
(19,4 £ 12,9 %), qu’avec le colorant Sperm VitalStain® (10,9 + 11,8 %) et le colorant
Spermoscan® (8,3 + 7,4 %) (Tableau 14). Cette différence est significative (p <
0,05), la coloration Vita-Eosine® met en évidence plus d’anomalies mineures
que les deux autres colorations. La différence entre le Sperm VitalStain® et le
Spermoscan® est non significative (p = 0,3). D’apres les résultats précédents, cette
différence provient de la mise en évidence importante de queues repliées avec la

coloration Vita-Eosine®.
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lll. DISCUSSION

1. Discussion du matériel et méthode

a. Choix des animaux utilisés

e Race

Dans notre étude, plusieurs races de taureau ont été utilisées, les races charolaise et
limousine étant les plus représentées. Il existe une association entre anomalies
morphologiques et races (Menon et al. 2011 ; Barth et Waldner, 2002). Il est décrit
que les anomalies de la téte du spermatozoide sont moins fréquentes dans la race
limousine que dans la race charolaise. Néanmoins, le pourcentage d’anomalies de la
piéce intermédiaire et le pourcentage total d’'anomalies morphologiques ne sont pas
significativement différents, quelle que soit la race du bovin (Menon et al. 2011).
Ainsi, le facteur race n'a pas d{ agir sur notre échantillon par rapport au pourcentage

total d’anomalies.

e Age

Tous les taureaux utilisés dans I'étude ont plus de 1,5 an et ont atteint leur puberté.
Cependant, quatorze d’entre eux ont entre 1,5 et 3 ans et n’ont probablement pas
atteint leur maturité sexuelle. La production totale de sperme, dépendante du poids
du testicule et de I'age, est a son optimum entre 4 et 5 ans (Everett et Bean, 1982 ;
Mathevon et al.,1998). Chez les animaux agés de plus de 1,5 an, il ne semble pas y
avoir d’association entre anomalies morphologiques et age ni entre anomalies
morphologiques et circonférence scrotale (Menon et al., 2011). Le facteur age n’a

pas da jouer de réle dans notre échantillon.
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e Pathologie : la besnoitiose (Besnoitia besnoiti)

Kumi-Diaka et al. (1981) ont mis en évidence la relation entre la besnoitiose et le
spermogramme ; chez un taureau séropositif le nombre d’anomalies est plus élevé et
la vitalité du sperme est plus faible que chez un taureau séronégatif. Les différents
degrés de l'inflammation des testicules et de la dégénérescence de I'épididyme sont
concourants avec l'oligospermie. Cela pourrait s’expliquer par la présence de kystes
dans les testicules interférant avec la spermatogénése et I'épaississement de la peau
du scrotum, engendrant une dégénérescence possible des testicules et de
I'épididyme par diminution des capacités de thermorégulation (Kumi-Diaka et al.,
1981).

Cependant, la thése de Simon FLORENTIN (« La semence de taureaux infectés par
Besnoitia besnoiti : moindre qualité et source de contamination ? ») utilisant les
mémes données que notre étude ne montre pas de relation entre la vitalité et la
séropositivité ainsi qu’entre la matilité individuelle et la séropositivité. Il semble donc

que la faible vitalité soit due a d’autres facteurs.

e Autres causes de dégeénérescence testiculaire

Comme indiqué dans la partie précédente (lll.1.a. Pathologie : la besnoitiose), un
défaut permanent de thermorégulation di0 notamment a I'épaississement de la peau
(voire a la sclérodermie) conduit a une dégénérescence testiculaire. Un défaut de
thermorégulation a court terme telle une hyperthermie transitoire générale (fiévre lors
de la phase d’état, exercice violent,...) ou locale (orchite unilatérale) ou tel un
refroidissement extréme (gelure du scrotum) entraine également une
dégénérescence testiculaire. Lagerlof (cité par Derivaux, 1958) a montré que lorsque
le scrotum du bovin est maintenu au chaud pendant 4 a 5 jours, la motilité et la
morphologie des spermatozoides sont affectées. Il faut alors une période de 4 a 5
semaines pour que la semence redevienne normale. Si 'excés de température est
maintenu pendant 11 a 16 jours, le nombre de spermatozoides produits est réduit et

la proportion d’anomalies morphologiques augmente (Arthur et al., 1989).
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D’autres facteurs de dégénérescence sont : une ischémie testiculaire, une occlusion
congénitale des tubes efférents, une affection auto-immune, une toxine, une

déficience en gonadotropine, ou une infection virale (Lester et Larson, 1986).

Lors de troubles affectant la spermatogénese, la répercussion sur la semence n’est
visible qu’au bout de deux mois (durée de la spermatogénése (54 jours) associée a

la durée du transit épididymaire (9 a 13 jours) (Clermont, 1972).

Ainsi, les résultats obtenus peuvent correspondre a un événement ponctuel survenu

il y a deux mois ou a une affection chronique.

b. Choix de la méthode de collecte : I'électroéjaculateur

La collecte a I'électroéjaculateur ne présente pas d’effet significatif par rapport a la
collecte au vagin artificiel sur ['évaluation de la vitalité et des anomalies
morphologiques de spermatozoides. Il en est de méme pour les pourcentages
d’anomalies majeures et mineures. En revanche, elle a un effet significatif de

réduction de la concentration et de la motilité (Rigal, 2008).

Le massage rectal aboutit a des échantillons de sperme présentant une
concentration, une motilité et une vitalité plus faibles en comparaison a
I'électroéjaculateur. L’évaluation des anomalies morphologiques ne différe pas entre

les deux méthodes (Palmer et al., 2005).

Pour notre étude, I'électroéjaculation était la seule méthode utilisable sur des
taureaux de monte naturelle qu'il n‘aurait sans doute pas été possible de récolter a
I'aide d'un vagin artificiel ; de plus, il aurait fallu disposer d'un animal boute-en-train
(vache en chaleurs) dont la contention aurait entrainé des risques supplémentaires
pour les opérateurs. Cependant, cette méthode de collecte a sans doute été
responsable d'un effet de dilution important sur certains échantillons ce qui a
entrainé des frottis pauvres en cellules et des comptages fastidieux.
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c. Choix du nombre de spermatozoides comptés

Lors de cette étude, le choix du nombre de spermatozoides comptés a été fait en
suivant les instructions du fabricant, a savoir lire 200 spermatozoides par frottis pour
'évaluation des anomalies morphologiques. Selon Kuster et al. (2004), dans la
plupart des cas, il semble qu'il y ait peu de précision supplémentaire en comptant
plus de 100 spermatozoides. Cependant, lorsque le pourcentage de spermatozoides
morphologiquement anormaux est élevé et de nombreux types d'anomalies sont
présents, il recommande de comptabiliser « 500 ou plus » spermatozoides.
Cependant, en raison de contraintes de temps, compter plus de 200 cellules est
souvent considéré comme difficilement réalisable. Un comptage se basant sur 100
spermatozoides est un point de départ acceptable, cependant un minimum de 200

spermatozoides devrait étre compté dans la plupart des cas (Kuster et al., 2004).

Dans la plupart des études comparant les colorations vitales ou totales, le nombre de
spermatozoides comptés est soit de 100 (Way et al., 1995 ; Sprecher et Coe, 1996),
soit de 200 (Bjorndahl et al., 2003 ; Freneau et al., 2010). Certaines études vont
jusqu’a compter 300 cellules (Lukaszewicz et al.,, 2008). Compter 200
spermatozoides par lame semble donc avoir été un bon compromis entre le temps

de lecture et la précision des résultats.

2. Analyse et discussion des résultats

a. Avantages et inconvénients de chaque coloration

Le Tableau 15 compare les avantages et les inconvénients que présente chaque
coloration lors de la lecture des lames. Ce tableau a été obtenu a partir des résultats
de la partie 11.1. et du ressenti personnel des opérateurs lors de la réalisation des

colorations des lames. Ce tableau est présenté a titre indicatif.
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Tableau 15 : Comparaison des avantages et inconvénients propres a chacune des

colorations
Coloration Avantages Inconvénients
® - Lecture facile - 2 étapes de coloration : augmente les
1 [}
S % - Bonne coloration des spermatozoides morts risques d’erreur de manipulation
S - Contour des spermatozoides bien définis - Important effet dilution
@2 - Une seule étape de coloration : . . .
E T . . . - Spermatozoides morts pas toujours bien
o b plus rapide et moins d’erreur possible ]
T .. . L colorés
n ; - Contour des spermatozoides bien définis
- Lecture parfois laborieuse
- Temps passé par spermatozoide pour
détecter une anomalie plus long
Cg (spermatozoides plus difficiles a
§ - Méthode de coloration rapide et facile discerner)
o , o e e s
£ - Présence d’un fixateur - Piéce intermédiaire difficile a
@ o
o individualiser
(7]
- Mise au point parfois difficile
- Quelques frottis illisibles par défaut de
coloration

b. Evaluation de la vitalité

Aucune relation n’a été mise en évidence entre la vitalité et la motilité individuelle que
ce soit avec la coloration Vita-Eosine® ou avec la coloration Sperm VitalStain®.
Plusieurs frottis présentent 0 % de spermatozoides vivants malgré une motilité
individuelle non nulle (Exemple : 0 % de spermatozoides vivants avec un sperme
présentant une motilité individuelle de 75 %). Or, le pourcentage de spermatozoides
vivants est normalement corrélé a la motilité individuelle (Barth et Waldner, 2002).
Ceci pourrait s’expliquer par un probléeme de méthode de coloration du sperme. La
température du colorant a une action significative sur le pourcentage de
spermatozoides colorés (c’est-a-dire considérés comme morts). Lorsque la coloration
est réalisée a la température de 15°C, le pourcentage de spermatozoides colorés est
plus élevé que lorsqu’elle est realisée a 28°C. Cette action de la température sur la
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mortalité est plus marquée lorsque la durée d’action est plus longue. Plus le temps
de contact avec un colorant a 15°C est important, plus la mortalité est élevée
(Ortavant et al., 1952). En septembre 2013 a Seyne-les-Alpes, la température
ambiante moyenne était proche de 15°C. Une trop longue latence entre la
préparation de la coloration et la réalisation du frottis pourrait expliquer la

discordance observée entre la mortalité et la motilité individuelle sur certains frottis.

Les lecteurs ont observé une mortalité plus importante avec l'utilisation du kit Vita-
Eosine® par rapport au kit Sperm VitalStain® (p < 0,05). La réalisation de la
coloration Vita-Eosine® nécessite deux étapes de 30 secondes (I'éosine est
dissociée de la nigrosine, Figure 1) alors que la coloration Sperm VitalStain®
nécessite une étape unique de 30 secondes (Figure 2). Lors de la coloration Vita-
Eosine®, le sperme est donc exposé deux fois plus longtemps aux colorants que lors
de la coloration Sperm VitalStain®. Cette différence de temps de coloration avec des
colorants a une température proche de 15°C pourrait étre une explication a la vitalité

plus faible avec l'utilisation de la coloration Vita-Eosine®.

Une seconde explication pourrait étre fournie par Bjorndahl et al. (2003) qui ont
comparé, chez 'Homme, la coloration éosine/nigrosine en une étape (comme le
Sperm VitalStain®) et en deux étapes (comme le Vita-Eosine®). Dans cette étude, la
coloration en deux étapes était associée a une plus forte mortalité. Ceci est expliqué
par 'effet toxique de I'éosine 5 % (Eliasson, 1977 cité par (Bjorndahl et al., 2003)). Il
a été montré que ['utilisation d'éosine seule produit des estimations plus élevées de
cellules colorées que ne le fait le procédé utilisant de I'éosine-nigrosine (Cooper et
Hellenkemper, 2009).

En abaissant la concentration d’éosine pour diminuer I'effet toxique, c’est la pression
osmotique qui vient affecter la vitalité des spermatozoides. L'intégrité de la
membrane n’est pas affectée tant que 'osmolalité de la solution est comprise entre
200 et 300 mOsm/kg (Liu et Foote, 1998). Eliasson (1977), en diminuant la
concentration d’éosine de 5 % a 1 %, fait passer 'osmolalité de la solution d’éosine
de 237 mOsm/kg a 133 mOsm/kg (Bjorndahl et al., 2004). Le spermatozoide est
alors confronté a un stress hypo-osmotique, 'eau pénétre a l'intérieur de la cellule,

engendrant son gonflement. Ce stress hypo-osmotique provoqué par la coloration en
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deux étapes augmente la mortalité (Martinez, 2004). La réalisation d’'un mélange
éosine-nigrosine permettant une coloration en une étape minimise les effets (toxicité

et hypo-osmolarité) de I'éosine sur les spermatozoides.

Nous avons observé une mortalité plus élevée sur les lames de semence diluée a
I'aide du Bioxcell® qu'en l'absence de dilution. L’utilisation du dilueur masque la
différence discutée précédemment entre les deux types de coloration. Janett et al.
(2005) ont montré que le dilueur Bioxcell® fournit de moins bons résultats
concernant la vitalité que le dilueur a base de jaune d’ceuf Triladyl® (Minitube,
Allemagne), le Bioxcell® entrainant une altération de l'intégrité de la membrane
spermatique. L’explication de cette diminution de la vitalité ne semble pas provenir
de l'effet température et/ou pH du dilueur : le Bioxcell®, lors de la manipulation, est
maintenu a la méme température que les spermatozoides et son pH neutre (compris
entre 6,7 et 7,0) appartient a l'intervalle donné par Mayer et al. (1951) pour le
maximum de vitalité avec un colorant. Mais une explication pourrait é&tre donnée par
l'osmolalité du dilueur. Il est indiqué que l'osmolalité du dilueur Bioxcell® est
comprise entre 1250 et 1450 mOsm/kg apres dilution dans 400mL d’eau distillée. La
proportion de spermatozoides non colorés est peu affectée lorsque la pression
osmotique reste inférieure a 732 mOsm/kg. Mais une fois cette limite dépassée le
nombre de spermatozoides colorés augmente (Liu et Foote, 1998). L’association

colorant/dilueur entraine, de fagon artéfactuelle, une augmentation de la mortalité.

Le lecteur novice obtient des résultats similaires a 'opérateur expérimenté a propos
de l'effet de la coloration sur la vitalité (vitalité plus faible avec Vita-Eosine® en

comparaison a Sperm VitalStain®).

Avec la coloration Sperm VitalStain®, la différence de vitalité entre la semence diluée
et non diluée obtenue par 'opérateur novice est moins marquée que celle obtenue
par I'opérateur expérimenté (10 % de différence entre dilué et non dilué lorsque
'opérateur est novice contre 50 % lorsque I'opérateur est expérimenté), mais cette
différence reste significative (p = 0,04). L’effet opérateur n’est présent que sur cette

coloration lorsque le sperme est dilué. Cela pourrait s’expliquer par la difficulté
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éprouvée par le lecteur novice, avec cette coloration, a différencier les
spermatozoides morts des vivants (résultats avoisinant les 50 %). Avec la coloration

Vita-Eosine®, nous n’avons pas observé d’effet opérateur.

c. Effet de I'opérateur sur les résultats du spermocytogramme

L’effet opérateur a été reconnu comme significatif dans différentes études ayant
porté, par exemple, sur la semence de cheval (Brito et al., 2011) ou de chien (Root
Kustritz et al. 1998). Une explication donnée est I'aspect subjectif de I'évaluation de
la morphologie du spermatozoide. Cette évaluation est tributaire de la compétence et

de l'expérience de I'évaluateur.

L’opérateur novice reléve plus d’anomalies morphologiques que [|'opérateur
expérimenté. Cette différence est principalement marquée sur 'anomalie de la queue
repliée. L’évaluation de cette anomalie est considérée comme subjective, le degré de
repliement nécessaire pour que ce soit considéré comme une anomalie étant

différent entre les opérateurs.

L’effet opérateur est plus marqué lors de I'utilisation du Spermoscan®. Ceci pourrait
s’expliquer par la difficulté plus importante a discerner les spermatozoides avec cette
coloration qui ne posséde pas de colorant de fond. Une seconde explication peut étre
la différence du degré de dilution selon la coloration. La coloration Vita-Eosine® dilue
le sperme au V4 et la coloration Sperm VitalStain® dilue le sperme au % alors que le
Spermoscan® n’entraine pas de dilution (frottis réalisé avant la coloration). Il est plus
facile de distinguer les spermatozoides des uns des autres avec les colorations Vita-
Eosine® et Sperm VitalStain® que sur la coloration Spermoscan®. Sans « effet
dilution » de la coloration (telle la coloration Spermoscan®), les spermatozoides des
lames fortement concentrées se chevauchent du fait de leur grand nombre sur un

méme champ.
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d. Effet des colorants sur les résultats du spermocytogramme

Notre étude montre que les colorations Vita-Eosine®, Sperm VitalStain® et
Spermoscan® ne donnent pas les mémes pourcentages d’anomalies
morphologiques et chaque type d’anomalie n’est pas présent dans les mémes
proportions suivant la coloration considérée. Des études, menées sur différentes
espéces (Hommes, bovins, chevaux, chiens), comparant différentes techniques de
coloration du sperme, montrent que chaque coloration peut augmenter la fréquence
d’'une anomalie et que peu de corrélations existent entre les différentes techniques
(Freneau et al., 2010 ; Meschede et al., 1993 ; Brito et al., 2011 ; Root Kustritz et al.,
1998). Dans leur étude, Brito et al. (2011) considérent que les différences de
résultats d’anomalies morphologiques peuvent étre attribuées a lintroduction
d’artéfacts, a une pauvre définition des structures du spermatozoide ou a un effet

opérateur.

La coloration Vita-Eosine® révéle un plus grand nombre de queues repliées, ce qui
majore le nombre d’anomalies mineures en comparaison des deux autres
colorations. La queue repliée est souvent considérée comme un artéfact (Derivaux,
1958). La présence d’artéfacts sur un frottis peut étre due au colorant et a la

technique de préparation.

Un changement de la composition chimique du colorant peut entrainer un
changement morphologique (Root Kustritz et al., 1998). Ainsi, un colorant
hypotonique peut augmenter la fréquence des queues repliées (Root Kustritz et al.,
1998 ; Freneau et al. 2010). L’hypo-osmolalité de I'’éosine pourrait expliquer le
nombre plus important de queues repliées avec la coloration Vita-Eosine®. Freneau
et al. (2010) montrent également une plus grande fréquence de queues simplement
repliées et d’anomalies mineures avec I'utilisation d’'une coloration éosine-nigrosine.
Un séchage rapide pour diminuer le temps d’exposition au colorant hypo-osmotique
prévient 'augmentation de queues repliées (Root Kustritz et al. 1998). Or dans notre
étude, les frottis ont été laissés a sécher a lair libre : ce temps de séchage a pu étre
trop long et augmenter la fréquence des queues repliées.

Hormis l'effet hypo-osmotique, les artéfacts peuvent étre dus a la méthode de

préparation, par un effet mécanique ou thermique. Lorsqu’un frottis coloré a I'éosine-
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nigrosine est comparé a un montage humide entre lame et lamelle, le nombre de
tétes détachées et de piéces intermédiaires cassées augmente (Freneau et al.,
2010) da a l'effet mécanique ; I'étalement du sperme entrainerait mécaniquement la
rupture des flagelles. L’incidence des queues repliées peut étre augmentée par le
froid. Cette incidence est plus élevée lors d’'une coloration a 5°C qu'a 30°C
(Derivaux, 1958 ; Hancock, 1957 cité par Cameron, 1977).

Le Spermoscan® comporte une étape de fixation du frottis avant les étapes de
coloration. Chez le chien, la coloration avec fixation diminue les artéfacts portant sur
les anomalies morphologiques et surtout celles concernant la queue (Martinez,
2004).

Notre étude montre que le Sperm VitalStain® est associé a un plus grand nombre
d’anomalies de la piéce intermédiaire que la coloration Vita-Eosine® alors que la
définition de la piéce intermédiaire est considérée bonne avec les deux techniques.
Ceci pourrait étre d0 au fait que la technique du frottis entraine une distribution
irréguliére des gouttelettes sur les lames (Freneau et al., 2010). D’autre part, la
coloration Spermoscan® ne met pas en évidence moins d’anomalies de la piéce
intermédiaire malgré une perception difficile de cette piece. Ceci est en contradiction
avec I'étude de Guerin (1997) qui obtient un plus faible pourcentage d’anomalie de la
pieéce intermédiaire avec une coloration totale chez le chien (Spermac®) en
comparaison a la coloration éosine-nigrosine, en argumentant sur la faible définition
de la piece intermédiaire. Cette visualisation difficile de la piece intermédiaire peut
étre due a un effet hyper-osmotique, entrainant une sortie deau et un
« amaigrissement » de la piéce intermédiaire ; elle pourrait également étre due a
'absence de colorant de fond. Avant la coloration, le Spermoscan® comporte une
étape de fixation. Le fixateur pourrait limiter la perte de gouttelettes cytoplasmiques
due a un effet chimique de la coloration. Chez le bélier, la plupart des gouttelettes
distales sont perdues sur les frottis colorés en comparaison a la préparation humide
(Cameron, 1977).

Nous n’avons pas observé plus d’anomalies de la téte du spermatozoide avec le
Spermoscan® qu’avec les deux autres colorations. Pourtant cela aurait pu étre le cas

sachant que le Spermoscan® est une coloration totale supposée mettre en évidence
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les différentes régions de la téte telle que I'acrosome. Dans notre étude, cette

différenciation des différentes sections de la téte n’a été que rarement observée.

e. Effet du dilueur sur les résultats du spermocytogramme

L’utilisation du dilueur Bioxcell® diminue significativement la présence d’anomalies
morphologiques avec la coloration Vita-Eosine®, mais aussi avec la coloration
Sperm VitalStain®. Cette diminution est due a la faible fréquence des queues
repliées lorsque la semence est diluée. La coloration Spermoscan® est peu sensible

a cet effet dilution.

La dilution est réalisée avant la coloration ; elle diminue I'effet hypo-osmotique de
'éosine discutée dans la partie précédente. Ceci pourrait étre a l'origine de la
diminution de l'artéfact « queue repliée ». L’absence de l'effet de la dilution lors de la
coloration Spermoscan® pourrait étre due a l'absence d’hypotonicité de cette

coloration.

3. Limites et perspectives

La premiére limite de notre étude est le nombre restreint d’animaux utilisés. Notre
effectif de 36 taureaux utilisés demeure faible par rapport a d’autres études portant
sur la comparaison de méthode de coloration de semence (181 taureaux ont été
utilisés dans I'étude de Sprecher et Coe (1996)). De plus, les résultats portent sur un
nombre plus limité d’animaux dus aux aléas de I'expérimentation (23 taureaux pour
la vitalité, 18 taureaux pour I'effet opérateur*coloration et I'effet dilution*coloration et
29 taureaux pour I'effet coloration). Un nombre plus élevé d’animaux aurait peut-étre
permis de mettre en évidence une différence significative entre les colorations Sperm
VitalStain® et Vita-Eosine® concernant les anomalies morphologiques majeures

(I1.3.c. Etude sur les anomalies majeures et mineures).
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Il serait préférable de réaliser ces comparaisons sur des taureaux sains pour
diminuer la variabilité inter-individuelle et donc les écarts-types qui peuvent paraitre
importants dans notre étude. Un protocole intéressant serait de travailler sur le
minimum d’éjaculats appartenant au méme taureau. En effet, il existe des différences
de spermogramme entre chaque éjaculat selon, par exemple, les conditions lors de
la spermatogénése qui s’est déroulée deux mois auparavant (voir lll.1.a. Autres
causes de dégénérescence testiculaire). Un éjaculat de taureau sain a un volume
minimal de 3 ml. Pour chaque coloration, 50 yL de sperme sont utilisés ; 3 ml de
sperme permettrait de réaliser 20 frottis avec chacune des 3 colorations. Si I'on
estime qu’un opérateur peut raisonnablement lire 240 frottis (216 frottis lus par
opérateur dans notre expérience), 4 éjaculats d’un méme taureau seraient
nécessaires et permettraient de réaliser 80 lames de chaque coloration, soit 40

lames diluées et 40 non diluées.

Garder les colorants a une température de 28°C pourrait permettre d’éliminer une
cause d’artéfacts. Cependant, la température optimale n’est pas précisée par le

fabricant qui conseille d’utiliser le colorant a température ambiante.

Enfin, notre étude a confirmé l'existence d'un effet opérateur et le fait qu’il est
souhaitable d’uniformiser les criteres de lecture entre opérateurs novice et
expérimenté. Le degré de repliement de la queue est un élément qui peut étre

facilement harmonisé entre opérateurs.
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CONCLUSION

Cette étude a eu pour but de comparer trois techniques de coloration de la semence
de taureau (Vita-Eosine®, Sperm VitalStain® et Spermoscan®) pour I'évaluation de
la vitalité (Vita-Eosine® et Sperm VitalStain®) et I'évaluation des anomalies
morphologiques pour les trois colorations. Pour un opérateur expérimenté, la
coloration Sperm VitalStain® semble la plus adaptée pour apprécier la vitalité des
spermatozoides. Elle présente une étape de moins que la technique Vita-Eosine
réduisant de ce fait le biais lié a la méthode de préparation. Elle limite également
I'effet toxique de I'éosine seule. Le dilueur Bioxcell® ne doit pas étre utilisé lors de

I'évaluation de la vitalité des spermatozoides par une méthode de coloration vitale.

Concernant I'évaluation de la morphologie, les trois colorations montrent des
résultats différents : La coloration Vita-Eosine® est associée a un nombre plus élevé
de queues repliées pouvant étre considéré comme un artéfact. La coloration Sperm
VitalStain® est associée a un nombre plus élevé d’anomalies de piéce intermédiaire.
La coloration Spermoscan® est associée au plus faible nombre d’anomalies avec
une fréquence de queue repliée plus faible (anomalie considérée comme
artéfactuelle). Cependant, la coloration Spermoscan® présente peu d’intérét par
rapport aux colorations vitales utilisées ; au contraire, cela allonge le temps de
'examen du fait d’'une plus grande difficulté de lecture et ne permet pas I'évaluation
de la vitalité. La coloration Sperm VitalStain® semble étre le meilleur compromis
entre praticité et exactitude (moins d’artéfacts que la coloration Vita-Eosine®, lecture

aisée).

L’utilisation du dilueur Bioxcell® lors de I'évaluation des anomalies morphologiques
montre une diminution de l'artéfact « queue repliée » lors de 'usage des colorations

a base d’éosine-nigrosine.

Il est recommandé une méthode standard pour améliorer I'évaluation de la qualité de
la semence (Bjorndahl et al., 2004 ; Root Kustritz et al., 1998 ; Brito et al., 2011).
Cette méthode standard doit inclure le fait de diluer ou non I'échantillon de sperme

avant coloration.
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ANNEXES

Annexe |: Valeurs de référence du spermogramme du taureau de monte

naturelle

Tableau 16 : Valeurs de référence du spermogramme du taureau de monte naturelle
(Hopkins et Spitzer, 1997)

Paramétres Normes
Volume 3a8ml
Couleur Blanc laiteux a jaunatre
Consistance Laiteuse a crémeuse
Moatilité massale >2
Motilité individuelle >30a40%
Concentration (milliards/ml) >0.3
Pourcentage de morts <40 %
Pourcentage d’anomalies < 30% (< 20% d’anomalies de téte)

60



Annexe Il : Données brutes du nombre de spermatozoides morts et du nombre
d’anomalies morphologiques sur 200 spermatozoides comptés

Tableau 17 : Données brutes du nombre de spermatozoides morts sur 200
spermatozoides comptés et de la motilité individuelle (%) de chaque taureau (n = 23)

en fonction de la coloration, de 'opérateur et de la dilution

Coloration : 1 = Vita-Eosine®, 2 = Sperm VitalStain® ;
Opérateur : 1 = expérimenté, 2 = novice ;

Dilution : 0 = non dilué, 1 = dilué

c = Q c = 2 c = ]
5|52 2|23 e 152|228 ¢ Bl5 |2 |2 (2% ¢
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212 9| e |83 2 21 2c ||z 2 32|98 |w 83| 2
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Tableau 18 : Données brutes des relevés d’anomalies morphologiques dénombrées

sur 200 spermatozoides de chaque taureau (n = 36)

lames appartenant aux 18 jeux de lames analysés pour I'interaction coloration*dilution et

X =

coloration*opérateur

=

*

lames appartenant aux 23 jeux de lames comparant Vita-Eosine®/Sperm VitalStain®

lames appartenant aux 29 jeux de lames utilisés pour I'étude de I'effet de la coloration

Sperm VitalStain®, 3 = Spermoscan® ;

1 = expérimenté, 2 = novice ; Dilution : 0 = non dilué, 1 = dilué

Coloration : 1 = Vita-Eosine®, 2
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Annexe lll : Comparaison du pourcentage d’anomalies morphologiques selon

le statut de I'opérateur et les colorations vitales (n = 23)

Tableau 19 : Pourcentage d'anomalies morphologiques (moyenne + écart-type) selon

A,

différentes (p < 0,05 ; ANOVA)

A,

différentes (p < 0,05 ; ANOVA)

B

le statut de I'opérateur (expérimenté/novice) et la coloration vitale (Vita-
Eosine®/Sperm VitalStain®) (n = 23)

% d’anomalies (m * sd) Vita-Eosine® Sperm VitalStain®
Total

Expérimenté 21,1%+15,0 16,1% + 11,8
Novice 28,0°+ 13,9 28,4°%+ 10,4
Téte

Expérimenté 48" +4,0 46" +38
Novice 6,9°+53 8,0°+6,3
Piéce intermédiaire

Expérimenté 1,4%+23 55%+92
Novice 1,54 +£1.2 49" +67
Queue

Expérimenté 14,9% +12,9 51" +6,0
Novice 19,6° £ 12,7 16,3 £ 8,0

: les valeurs avec des exposants différents dans la méme colonne sont significativement

Tableau 20 : Influence de I'état de dilution (dilué/non dilu€) et de la coloration vitale
sur le pourcentage d'anomalies morphologiques (moyenne * écart-type) (n = 23)

B

Anomalies (%) Vita-Eosine® Sperm VitalStain®
Total

Sperme dilué 17,3 + 9,1 19,8" + 10,5
Sperme non dilué 31,7°+ 16,8 246° + 14,6
Téte

Sperme dilué 5,0°+3,6 54 +4.1
Sperme non dilué 6,7°+5,6 74°+6,4
Piéce intermédiaire (PI)

Sperme dilué 1,4"+23 55+92
Sperme non dilué 15°+23 51°+9,6
Queue

Sperme dilué 149"+ 74 5,8+ 6,0
Sperme non dilué 23,5+ 13,2 12,9% + 10,1

. les valeurs avec des exposants

différents dans la méme colonne sont significativement
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Annexe IV : Effet de la coloration sur le type d’anomalies de queue recensées

Anomalies (%)
35

30 - Légende
B Total
25
20 B Queue repliée
15 + Queue enroulée
proximalement
10 .
B Queue enroulée
c | _i_ T T distalement
T HT B Queue courte
U 1 l T T 1
Wita-Eosine® Sperm Vital Spermoscan®
stain®

Graphique 5 : Pourcentage d'anomalies de queue selon le type d’anomalies (queue :
repliée/enroulée proximalement/enroulée distalement/courte) et selon la coloration
(Vita-Eosine®/Sperm VitalStain®/Spermoscan®)
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Annexe V : Effet de la dilution sur le type d’anomalies de queue recensées

Tableau 21 : Comparaison du pourcentage d'anomalies de queue (moyenne + écart-
type) selon I'état de la dilution (dilué/non dilué)

% d’anomalies (m % sd) Vita-Eosine® Sperm VitalStain® Spermoscan®

Queue (total)
Sperme non dilué 244"+ 13,6 12,3 £ 9,4 10,5 +9,0
Sperme dilué 95°+74 8,2°+ 6,1 10,9" +9,9

Queue repliée
Sperme non dilué 17,6" + 10,0 7.7 +6,7 59+53

Sperme dilué 6,2°+4,8 51°+3,9 85°+72

Queue enroulée proximalement
Sperme non dilué 36"+28 3,1+25 3,2°+35

Sperme dilué 15°+1,6 1,8°+1,8 1,9°+3,2

Queue enroulée distalement
Sperme non dilué 3,1+ 47 15%+22 1,3+ 2,4

Sperme dilué 1,7°+£3,2 1,14 +£2,2 0,3°+0,9

Queue courte

Sperme non dilué 0,1°+0,3 0,0°+0,1 0,1 +0,4
Sperme dilué 0,1°+0,3 0,2°+0,4 0,2°+0,7
A, _B.

: les valeurs avec des exposants différents dans la méme colonne sont significativement
différentes (p < 0,05 ; ANOVA)
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Annexe VI: Etude de linfluence de la coloration sur le pourcentage

d’anomalies morphologiques (opérateur expérimenté, semences non diluées)

1. Etude de I'ensemble des anomalies

Anomalies (%)
50

45
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35

Légende :

30

W Total
25

W Téte

20 4 L |

15 | B Cueue

10 +

Vita-Eosing® Sperm Vital stain® Spermoscan®

Graphique 6 : Pourcentage d’anomalies selon leur localisation (Téte/Piéce
intermédiaire (Pl)/Queue) et selon la coloration (Vita-Eosine®/Sperm
VitalStain®/Spermoscan®)

2. Etude selon la classification de Blom

Anomalies (%)
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a5

40

35

30 T Légende
H Total

25

20 B Majeures

B Mineures

15

10

Wita-Eosine ® Sperm Vital stain® Spermoscan®

Graphique 7 : Pourcentage d’anomalies selon la classification de Blom (anomalies
majeures/mineures) et selon la coloration (Vita-Eosine®/Sperm
VitalStain®/Spermoscan®)
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