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Quatre facteurs determinent le pourcentage de gestation dans un troupeau a savoir

le pourcentage d'utilisation des chaleurs, la fertilité des vaches, la fertilité de la

semence et |'efficience de la mise en place. L’AWE a pris une série de nouvelles

initiatives pour poursuivre |'optimalisation de ces deux derniers points a savoir:

e |la certification ISO 9001 de ses services production, marketing, vente, inseémination
et transfert d’embryons;

e |'achat d'un cytometre en flux, une technigue ultra-moderne d'analyse de la
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Intérét de la cytomeétrie en flux

L'analyse classique de la qualité de la semence com-
mence dés le premier prélévement du taureau. Elle
est réalisée lors de chaque collecte et sur chaque éja-
culat. Le controle porte sur le volume éjaculé, la
concentration en spermatozoides et leur mobilité. Un
monitoring des anomalies morphologiques des sper-
matozoides est également réalisé lors des premieres
récoltes, puis tous les mois. La congélation des pre-
miers éjaculats permettra d'évaluer la “congélabili-
té” de la semence et donc le potentiel du taureau
comme male reproducteur au sein du centre de pro-
duction.

La congélation est en effet une étape critique car elle
détruit 50% des spermatozoides. En race Blanc-Bleu,
I'objectif est de produire des paillettes contenant de
25 millions de spermatozoides.

L'AWE réalise également un contréle de qualité post-
congélation sur deux paillettes de chaque lot de cha-
que taureau afin d'écarter les lots qui ne sont pas ap-
tes a I'lA. Depuis 2004, le controle de la mobilité
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aprés congélation est réalisé via un analyseur de se-
mence (SpermVision). Le mouvement des spermato-
zoides (rectitude de la trajectoire, vitesse de progres-
sion) est analysé par un programme informatique qui
al'avantage d'étre plus précis et plus objectif qu'une
analyse visuelle classique

La semence importée, fait également I'objet de contré-
les réguliers afin des détecter d'éventuels problémes,
par exemple lié a la manipulation des paillettes.

Afin d'augmenter la qualité du contrdle du pouvoir
fécondant de la semence, I'AWE vient d'investir dans
une nouvelle technologie rendue possible suite aux
avancées de la physique, de la biochimie et de ['in-
formatique. Il s'agit de la cytométrie en flux (fig. 1).

Un cytomeétre en flux se compose:

e d'un systeme fluidique permettant de séparer les
spermatozoides présents dans un fluide et de les
orienter selon I'axe d'écoulement du fluide. Celui
qui a été acquis par I'AWE ne possede pas de sys-
téme fluidique mais un capillaire qui aspire le li-

Figure 1: Principe de la cytométrie en flux

Traitement
Echantillon marqué informatique
via un ou plusieurs 'L

fluorochrome(s)

1) Sélection des cellules d'intérét sur base de leur taille (par exemple les spermatozoides)
2) Identification des sous-populations sur base de I'interaction entre le laser et un fluorochrome
spécifique a un type cellulaire et/ou un organite pour un critére défini (cfr figure 3)

Identification
des sous
populations
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Sélection
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quide se trouvant dans un puits ou tube. Cela a
I'avantage de produire moins de déchets que les
cytométres traditionnels, passant de quelques li-
tres a quelques millilitres seulement.

d'un systeme optique visant a exciter les cellules
marquées a |'aide de réactifs aux propriétés fluo-
rescentes spécifiques aux types cellulaires et/ou aux
organites;

d'un systéme informatique qui analyse, quantifie
et représente les données.

Les spermatozoides circulant dans un flux liquide
sont soumis a un faisceau lumineux. L'interaction en-
tre le laser et le spermatozoide marqué a I'aide d'un
ou de plusieurs fluorochromes (intensité de la lumie-
re diffusée, absorption de la lumiere UV.... ) permet
d’obtenir rapidement une série d'informations pré-
cises sur |'état physiologique des spermatozoides et
de leurs organites. Cette technique permet par exem-
ple de mesurer la concentration de la semence, la via-
bilité des spermatozoides, mais aussi I'estimation de
I'énergie disponible pour la fécondation (intégrité des
mitochondries), ou la qualité de I'ADN (fig. 2).

Il est également possible de les trier en catégories ho-
mogenes. Cette technique est ainsi a la base du sexa-
ge de la semence (séparation des spermatozoides X
ety).

Plus de 120 paramétres peuvent étre actuellement
analysés. Pris isolément, aucun d’entre eux ne per-
met de prédire le pouvoir fécondant d'un éjaculat.
Par contre la combinaison de différents parametres
relevés via le cytométre ou les controles classiques,
comme, par exemple la condensation de la chroma-
tine (une des formes de I’ADN dans le noyau), les
anomalies morphologiques observées au microsco-
pe, la vitesse linéaire des spermatozoides, le pour-
centage de progressifs et de progressifs droits, qua-
lité des mouvements,...) permet une estimation de
cette derniere avec un bon niveau de précision.

Dans les centres de production de semence (CPS) qui
commencent a exploiter tout son potentiel, la cyto-
métrie en flux va contribuer largement a cette pré-
diction de la fertilité. Elle peut représenter jusqu'a
60% de I'ensemble des paramétres pris en compte
pour qualifier le sperme.

L'AWE vient de finaliser la mise en place d'un pre-
mier test viabilité des spermatozoides, via le contro-
le de I'intégrité de la membrane de la téte du sper-
matozoide (fig. 3). Le nombre de paramétres mesu-
rés au sein du laboratoire va progressivement aug-
menter de sorte que la précision de I'évaluation de
la qualité de la semence en rapport avec son pou-
voir fécondant sera encore renforcée.
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Figure 2: Exemple de sous-populations identifiées via la cytométrie en flux

Analyse de la viabilité des sper-
matozoides marqués a |'aide

BN - S
[ R—— | ! L]

[ —

Wiork st I'..mp]-:le

de deux fluorochromes=

e La premiére fenétre permet
de cibler les cellules d'inté-
rét sur base de leur taille: les
spermatozoides.

La deuxieme fenétre permet
de séparer les sous-popula-
tions de spermatozoides sur
base de leur état physiolo-
gique: les morts et mori-
bonds émettant de la lumie-
re rouge, les vivants émet-
tant de la lumiere verte.

Perspectives a plus long terme

La cytométrie de flux va permettre a I’AWE de mieux comprendre les mécanis-
mes responsables de la détérioration de la semence suite a la congélation et ain-
si d'améliorer le processus. La recherche de nouveaux marqueurs (associés a des
anomalies morphologiques, a I'interaction avec I'ovule, etc) permettant de qua-
lifier la semence est également prévue.

Role de I'insémination

La technique d'IA joue un réle trés important. La formation et I'expérience des
vétérinaires inséminateurs, les formations proposées par I'AWE aux éleveurs qui
optent pour le do-it-your-self sont donc des éléments trés importants. La certi-
fication ISO 9001 garantit le respect des procédures et des bonnes pratiques via
les audits internes et externes et les processus d’amélioration continue. Celui per-
met d'accorder une place importante a la revue et amélioration des pratiques
afin d'assurer un service de qualité et une satisfaction maximale du client.

Outre la mise en place, la décongélation joue en effet un role essentiel. Tout com-
me la congélation, elle peut étre trés dangereuse pour la survie des spermato-
zoides. Le maintien de la chaine du froid et la fagon dont on décongele les paillet-
tes influencent en effet fortement leur pouvoir fécondant. Les inséminateurs de
I’AWE disposent désormais de décongélateurs portables afin de garantir le ré-
chauffement correct de la paillette (fig. 4)

L'AWE a réalisé une série de test afin de vérifier I'impact:

e du systéme de décongélation;

e du temps de manipulation en dehors de la cuve;

e du nombre de manipulations de la paillette, et notamment, du fait de la “frot-
ter” plusieurs fois pendant sa conservation afin de I'identifier.

Wallonie Elevages n° 9 septembre 2011

La fagon dont on décongéle les paillettes influence fortement leur pouvoir fé-
condant. Les inséminateurs de I'AWE disposent désormais de décongélateurs por-
tables afin de garantir le réchauffement correct de la paillette.
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Figure 3: Structure d’un spermatozoide

Téte Piece intermédiaire Flagelle
(Acrosome et (mitochondries)
noyau)

Le spermatozoide est composé de trois parties indispensables au déroulement de la fécondation.

o La téte comprenant le noyau et le matériel génétique. Son sommet est recouvert de |'acrosome qui
renferme les enzymes qui lui permettront de pénétrer dans I'ovule pour le féconder.

La piéce intermédiaire contenant les mitochondries produisant I'énergie nécessaire au déplacement
du spermatozoide.

o | e flagelle permettant la progression du spermatazoide

Figure 4
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Augmentation de la température a I'intérieur de la paillette lorsqu’on plonge celle-ci dans I'eau chauffée
a37rc

Ces tests montrent que le pourcentage de mobiles
et de progressifs est significativement différent se-
lon qu'on décongéle les paillettes dans un bain ma-
rie @ 37° C durant 30 secondes ou dans les mains.
Nous avons pu remarquer que des paillettes décon-
gelées dans I'eau a 37° C présentaient 50% de mo-
biles et 38% des mobiles progressifs tandis que les
mémes paillettes décongelées dans les mains n'avaient
que 30% de mobiles et 23% de progressifs.

La qualité de la semence diminue significativement
quand on dépasse les 10 secondes d'exposition a
I'extérieur de l'azote. Les éleveurs pratiquant eux-
mémes |'insémination doivent étre attentifs a iden-
tifier clairement la localisation des paillettes des dif-
férents taureaux dans la cuve afin de le manipuler le
moins possible et mieux garantir la qualité lors de I'in-
sémination. Une paillette inclinée plongée dans I'azo-
te ne se couvre pas de givre.

Conclusion

La fertilité de la semence et I'efficience de la mise en
place sont des éléments importants de la réussite
d'une fécondation. Vu le recul continuel de la ferti-
lité des troupeaux, I"AWE met tout en ceuvre pour
assurer un service de qualité a sa clientéle. Mais le
pourcentage d'utilisation des chaleurs et la fertilité
des vaches sont également des clés essentielles de la
réussite. Ici aussi, le respect des bonnes pratiques per-
met d'enregistrer des progrés notables.

n° 9 septembre 2011 Wallonie Elevages



