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I. INTRODUCTION. 

La maîtrise de la reproduction et l'utilisation de l'insémination 

artificielle permettent une démultiplication du potentiel génétique des 

reproducteurs mâles et assurent ainsi le développement génétique des troupeaux 

des pays industrialisés. 

Les échanges internationaux de semences sélectionnées qui induisent 

une diffusion plus large du potentiel génétique sont soumis à des exigences 

commerciales et sanitaires susceptibles d'assurer à l'utilisateur une efficacité 

sur le plan génétique et une innocuité sur le plan de la santé de ses animaux. 

La. présente étude a pour objet de quc,ntifier l a contamination bactérienne 

du snerme et de la semence de t aurenu, lors de 1~ collecte, au cours de son 

conditi_onnement et de sa conservation, dans le cas particulier d'un Centre 

d'Insémination Artificielle, et de contribuer ainsi à apprécier les conséquences 

d 1 une exigence sanitaire relative À. l a contamination hactf~ rienne de la semence 

sur la commercialisation des semences. 

Nous ferons tout d'abord le bil .<in des connaissances sur la contamination 

bactérienne du sperme pour préciser son influence sur les fonctions de reproduction. 

Puis, après avoir présenté notre protocole d'étude, nous commenterons les résultats 

obtenus. 
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TT. CON'J' t11IJNô.TION W·CTERIENNE DU SPER''E ET m: LA SEFENCF. : BIL l\ N DES CONNAISS,~· NCES 
. ·- -- ------- ·----- -~- -- ·- -- . 

. ~. C 'l'UEI.I. ES • 

2 . 1. Germes pa tho g~n es de la se?TJenc e de toure::iux: d éfinition. 

Pa r germe pathogt?ne de l a semence , on entend tout germe susceptible 

de se trouver dans ou sur la dos e de semence dilué e ou congel~e, et dont 

lR pré sence constitue un risque d'infec tion pour la femelle inséminée 

et/ou les ani.m:rnx domestiques de l a r égi on 011 ell e se t'i"ouve. 

Cette d Pfinition englobe aussi bien l es germes excré t Ps par l ' E1 nimal 

producteur de semence que les divers agents i nfecti eux :Jroven<mt _du milieu 

ext.F,rieur. 

Pa rmi ces germes, on distingue: 

- d~s_g~I!'e~ ~p~c}fi-a~e_ê, - .g tropisme rare•nent gPni tP. l ( virus aphteux, 

mycobél cV,r i.e s) 

- ~ troci sme non exclusivement g~nital et 

responsables d'avortements ( Brucella, Leptospira, 

SalmonellA, Iisteria, ... ) 

- ~ tropisme très ma rqué ou exclusif pour 

l' app8rei1 génital ( Campylobacter, Trichomonas 

Ces gennes peuvent être sus pectés pui s rech~r~b A s et d écel~s 9Pr un 

ex amen clinique, ti Ps recherches bactérjolog'u-tues ou des tests élllergiques et 

s é rologi ques; les géniteurs contaminés peuvent a lors être é cartés et faire 

l'objet d'une thF'rapeutique. Les exigences de la H'gislati.on sAnitaire jointes 

À une survei.llance sanitaire périodique d e s gf->ni.teurs en service 1 imitent 

grandement l'incidence de ces germes. 

- ~e~ ~e~~s_n~n_s~f~ifigu~s 2 sans trop isme parti.culier pour l'appareil 

gf.nital, qui. ne se prêtent 1 Aucun test d' identification s f> rologique spécifique 

et qui, du fait de leur évolution souvent indhcelable cliniquement prf>sentent un 

certai.n danger. Certai.ns d 1 entre eux sont trouv~s dan s lP semence de taureaux ne 

p r~ s ent;:: rt ni troubles clini.ques, ni. bai s s e de qualité du sperme. 

Leur dépôt o.gns les voi.e s gPiü t ales oou rraient. entrainer di.verses inflam­

mations du tractus e t de l' inff> condi t/, , en r. ore que f a sse défaut l a preuve expéri­

mentale irrf>futable de leur effet sui.te :1 1 1 empl.oi de sperme contaminé. L 1 effet 
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sur l'activitf> des spermatozoides semble v8rier selon la na ture des germes 

( '':arinov P. ( 8)); certains microorganis'Tl es ( Chromobacterium amethistum, 

Béi cillus prodigiosus ) exercent une action défavorable sur 1 1 activité vitale des 

spermatozoïdes et réduisent leur durPe de survie. 

2. 2. Origine de la contamination ba ctPi·ienne du sperme de t aureau 

Il 11 étf> établi qu'au niveau d'un P,jéiculat, l e nombre . de microorganismes 

vArie dans de très l arges limites: de 1, 5 . 10b selon Ognjanov ~ 3,0 .108 selon 

Salisbury ( ci té par Marinov ( 8)). 

Gr§ce à l'application d'une série de mesures d'hygiène dans toutes les 

!> t11pes du processus de production de la semence, et grâce A l'utilisation d'un 

;:ippareillage stPrilisable construit spf>ci ;:; lement pour l a collRcte du sperme, 

i_1 p11r;:i tt possi.ble de diminuer l'indice rn i. crobien du sperme; certains auteurs 

ont obtenu pour certai.ns taureaux du sperme stérile pend1rnt !_1-6 mois ( Marinov 

(8 ) et Balachov ( 2)) . 

2.2.1. go!:t~m~n~t~o!: ~e~ ~oie~ gé~i!a.!e~ ~u_r~p!'o~us:t!:u!' 

Ruebke ( 11) a étudié le tractus génital de L1 S taureaux, afin de 

déterminer et de localiser les microorganismes pouvant s'y trouver. 

Aucun germe n'a été trouvé dans les testicules, les épididymes, 

l'ampoule déférentielle, les vésicules séminales, la prostate, 

le bulbe urétral des h5 11nimaux. 

Par contre, la lumière de l'urètre était généralement contaminée 

soit en arrière de la prostate ( 9 animaux), soit dans la partie 

pénienne ( 36 animaux). Le pénis et le prépuce étaient également 

contaminés par une flore saprophyte identique dans sa na ture. 

Les germes furent isolés sur des animaux apparemment sains 

sans aucune lésion macroscopique imputable. 

2.2.2. êo~r~e~ ~e_c~n!al!}i!?a!i~n_e~t~r!e~r:; ~u_sEe!:11~ 

Du point de vue t echniqu e , 1 1 obtention du sperme est un 

processus complexe auquel pe. rti cipe toute une s érie d'éléments en 

présence desquels le sp erme entre en contac t avec le milieu ambiant 

dans lequel le f aG teur microbi ologique est représenté avec un degré 

d'intensité différent. 

La détermination du rôle de ces él P.ments dans la contamination 

du sperme est importante et l es principales recherches microbiologiques 

ont port0 sur les Pléments suivan t s : 

·~ 
1,~ 

", 
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- l'air dans les F>tables, l a salle d' accouplement et le 

l aboratoire 

- les eaux de lavage du pr épuce des taureaux de repro­

du ction F>levPs dans dif ft> r entes conditions d'hygiène 

- 1 1 appareillage .servant .~ l' obtention et à la 

cons ervation du .sper me 

- les dilueurs et leurs difff>rentes conditions de 

prf>paration 

- l'azote liquid e assurant la conservation et le 

stockage des dos es de semence. 

Ces données étudiées par t·"arinov ( ô) , montrent que 1 1 indice microbien 

du sperme, recueilli par la méthode du vagin artificiel tend à baisser de 

façon ma rqu€>e quand la teneur en bactéries diminue dans le milieu où sont 

élevés les taureaux de reproduction. L'indice microbien du sperme est le plus 

bas che z les t aureaux élevf>s en pâturage. 

la contamination de la cavité préputiale varie de la même façon; chez 

les taureaux âgés, l'indice microbien du pr épuce se raporoch e de celui de l'air 

de l'étable, et ce pourrait être la conséquence de la diminution de tonus de 

l'orifice du prépuce (8). 

La valeur de l'indice microbien de l'appareillage utilisé pour l'obtention 

du sperme varie en fonction des conditions dans lesquelles est conservé cet 

appareillage après la stérilisation. ( 8) 

Le nombre de bactéries dans les dilueurs diminue lors de l'utilisation 

de ballons à col étroit et lorsqu'ils sont maintenus fermés a.près chaque 

manipulation (8 ). L'indice microbien de l ' air des lieux de travail ( salle 

d'accouplement et laboratoire ) diminue en l'absence de communications avec 

l 1 P.table. Il existe une relation entre l a quanti.té et la compofiition spéci.fique 

de la microflore dans l' air des f' tab1es, de la salle d' accouplement et du 

l aboratoire d'une part, et dans le sperme et les diluants d'autre part (6). 

Le s recherches effectuées ( Ma r i nov et Bohnel (7)) sur des échan{illons 

de Laiciphos et de jaune d'oeuf de poule f r ais, utilisés pour la préparation 

des di.lueurs, ont montré que ces constituants jouent un rôle dans la contamination 

des di.lueurs. 
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Le nombre ini.tial de bactf--ri.es dans un sachet de Laiciphos peut varier de 

~ ~ 80 par ml (7); la prAsence de tels microorganismes est importante car ils 

peuvent d'une part exerr. P. r une action sur les spermatozoi.des, et d'autre part 

modifier les propriétés du Laici.phos. 

La contamination ba c t~ rienne du jaune d'oeuf peut varier de O à 1 , 2 .105 

et dépend de l'état de nropreté de la coquille (7). 

La contamination des paillettes est variable en fonction des sacs, de leur 

couleur et de leurs maninulati ons; elle varie de 8,000 à 300,000 bactéries par 

paillette (7). 

De même, la contami na tion des sacs de poudre polyvinylique est variable 

en fonction des sacs et de la couleur; elle varie de 0 â 200, 000 bactéries 

par gra.mme ( 7). 

Vi contami.nati.on de s bouchons de coton varie de 0 :'i 30,000 bactéries p;:; r 

bouchon (7). 

Il semble que le stockage d,gns l'azote liquide puisse permettre la 

transmission de certaines bactéries de paillettes contaminées ~ des paillettes 

saines. ( '.-'.<Jrinov et Bohnel f 7) ; Rartlett (D.E. ) :( lt )): C'' tte transmission dt'pend 

de la concentrati on ba cthr i.enne du matériel utilisé introduit dans J.B cuve. 

2 . 2.J. ~s~a~s_d~o~t~n~i~n_d~u~ ~p~~e_a:=:eEt~q~e 

La mi.se en évidence dans le sperme de microorgani smes ayant une 

action sperrni.ci.d e et l' eff et peu sûr des antibiotiques uti.lis és À l' F> g;i.rd de 

certains microorganisme s (P ) a n~ cessité l'amélioration des conditions d'hygi~ne 

et de l'obtention du sperme. 

•·rarinov (P), grâce ~1 l'application simultanée d'un ensemble de mesures 

d'hygi P. ne et l'utilisa t ion d'un anp 11 r ei.llage stf'.,ri.le a pu r éduire la contami­

nation bacti? rienne du su er.ne des taureaux de 206 0 À 31.630 fois. L'effe t de 

lA s F- crétion urétrale ava.nt l a mise en place du vagin artificiel, donc de 

l' Fj::iculation, rf>dui t l a cont1:1mina tion bactérienne du sperme dl':' 1 ~ :3 60 fois (8) . 

T.a dfsi nf ecti on d P. 1<=1 s alle d 'Accouplement avec une solution de I,ysol P. ?,,; est. 

susceptible de ouri.fi.er l' ;:i i.r .i us qu' !\ or'."' ( 8 ). 

La désinfecti0n du nrF-nu ce avec un agent de dF-sinfection testf , r econnu 

;:ictif sur la rn ic r 0flore et. ann1iquP pend ant 11- S .j ours 

îrtracycline, Acr-i fl. av i n,.,, Prni ci lline+ StrPotomycine 

Shl.0rnmpb l.-nicol; 

r e r:-n et d' aba. isser 
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1 1 indi.ce microbien de la cavité préputiale et du sperme ( 16 et 8 ) • Ainsi, 

selon ces auteurs, il ser ait possi.ble d 1 obtenir un sperme stérile pendant 

quelques mois pour certai ns t aure .<i ux (B). 

Selon Marinov (B), l e uroc édé le plus efficace pour le maintien de la 

stérilité des vagins artif i ciels consiste À stériliser la verrerie, puis à 

conserver ces '-'V •rnents er:+.i f> remPnt. montf-s :\ L1 S-S0°C dans un RpnareillA ge prPvu 

à cet effet. 

L 1 exposi tian de paillettes mAn-i.pulPes sous un faisceau horizontal de 

lumi ère ultra-vi olette permet de r Pduire leur contamination, mais non de les 

st/·r:i.l i ser ( 7). 

nar sui.te de l 1 exi s t Pnce de possibilités multiples de contaminati on du sperme 

au cours des différentes ~ ta pes de son traitement, et par suite de l'influence 

défavorable de certaines espèces de microorganismes sur les spermatozoides, il 

reste indispensable de procéder à un contrôle bactériologique systématique du 

processus d'obtention du sperme en vue d'améliorer en temps voulu les conditions 

d'hygiène des _étapes au cours desquelles le sperme est contaminé. 

2.3. Evolution de la contamination bactérienne de la semence au cours de 

son conditionnement. 

2.J.1, Effet de la dilution - - - - - - - - - - -
La prPsence d' antibiotiques ( Pénicilline + Streptomycine 1 f.1 lg/litre ) 

dans le dilueur permet de diminuer l'indice microbien du sperme. Néanmoins, 

selon Balachov ( 2), cette pr écauti. r:m ne permet pas d 1 éliminer totalement les 

germes pathogP. nes. 

Les anti.bi.otiques uti.1isfis pour la conservation du sperme exercent une 

action différPnte suivant l'intensité d~ la contamination, le caractèr e de l a 

microflore, l .g durée de cons ervation du sperme. 

D' après '' arinov (B ), U exi s t er ait une r elation inverse entre l' eff i:- t 

bactF> rici.d e des antibioti ques dans le sperme et la survie des spermatozoïdes. 

L 1 action des ;mtibiotiques présents dans le dilueur est diff f> rent.e selon 

que l es germes proviennent du sperme, de s jaunes d' oeufs ou du sachet de 

La i. ciphos. 
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,\près une exposi tian de 6 heures à Li °C, la contamination du contenu des 

sacs de Laiciphos est mod i fiP: environ ltS , 5 'Y des sacs sont alors stériles et 

le nombre de mi croor gani s;n8s a considPrablement dimi.nu,;. ( 7). 

L' effot des rmtibi otiques du di.lueur sur les gennes contenus dans le jaune 

d' oeuf dépend de l eur r 0-sistance, de l eur nombre initial et du temps de contact. 

Le meilleur r f>s tll tat est obtenu lorsque les antibiotiques sont adjoints aux 

j aunes d'oeufs 2L heures avant l'utilisation du dilueur (7). 

Un certain nombre de gennes, présents dans le sperme et dans le jaune 

d 1 oeuf ont montrt> une r ésistance aux antibiotiques du Laiciphos. Pour un même 

germe, cette r Psistance µe ut êtr e différente selon qu'il provient du sperme et 

du jaune d 1 oeuf. I.a r ésistance d'un certain nombre de souches bac t ériennes 

prPsentes dans le ,ja ttne d' oeuf pourrait provenir de traitements mal conduits 

avec de la pF>nicilline, dP la streptomycine, de la terramycine dans les 

poulaillers. r.a r f:. sistance d'un certain nombre de souches bactériennes présentes 

dans le sperme pourrait pr ovenir de la même façon d'une adaptati on des micro­

organismes à la pf>nicilline et R la streptomycine suite aux désinfections du 

prépuce avec ces antibioti ques ( 7) . 

I,a présence de souches résistantes aux antibiotiques contenus dans l e 

l~iiciphos au niveélu du j aune d' oeuf devrai t imposer soit un contrôle bacV·rio­

logique préventif et l' élimination des oeufs contaminés, soit une stérilisation 

du di.lueur par chauffage ~ 6S °C. (7) 

Selon Béllachov ( 2), la si.mole expos ition '1 une temp nrature de +i1°r: n i:" f .g i_t 

nas chuter le norribre de c0rns mic robiens du sperme . La diminution du nombre de 

ce s corps microbi0ns au cours de la dilution et de 1 1 F-qnilibrati.on serait donc 

due .1 1 1 action d0.s antibfot iques du di.lu eur. 

2 . 3. 2 . ~ffe~ ~ e_l! ~o~g~l!t!o~ 

Selon Ralachov ( 2), la congPlation de la s emence â - 196°C pr&serve 

les bactéries. 

!\u cours du stockage dans de l'azote liquide contaminf>e, l a contamination 

des pi:dllettes de semenc e est poss i ble ( Bartlett (D. F..); (Ji)). 
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III. MATERIEL ET METHODES. 

3. 1 . Protocole géné.ral de 1' étude. 

Pour chaque éjaculat retenu, nous évaluerons le nombre de bactéries 

présentes par millilitre sur le spenne frais puis sur la semence à chaque éta.pe 

de son conditionnement par prélèvement, dilution et mise en culture d'une 

fracti on connue du milieu initial. 

Il s'agi t d'une étude quantitative, par conséquent, les différentes espèces 

bactériennes ne seront pas identifiées. 

~ '~"< ,, _+~'< : _" ____ _ ®
1

! .~1J _ 1g 6'.c, _1 __ __ _ - ~ ___ _ 
,.. [---B 1 ,... p---·:J " ... H · 1 ~ 10 'i ;l Y'Y'"' ... ' . "'--;». 
~ " · J:.~- J~~~n.- l 

ŒY 
l 
! 

___ i _ ___ . _ _ ...:<--_ __ _ 1 j 1 · -

__ ,..J'.Q_,,;_ 4 ~. ~ "'"- 1 ' 1 
I~~\. p~ j ! . 

• ------------- - - . - - ----- ____ P__ - - - - - T*----- ---'L__ - - - - -*-----~ 
~] 1~ z~ 

1 

+ ~"C. 1 

1 . .. ~Ll-I. 

® 

~"""' ~,,.&.. G~~ 

D1 : étude de la contamination bactérienne du spe:i;me frais 

D2 : étude de la contamination du spenne frais conservé 24 heures à +L0 c 
( non réalisé). 

D
3 

: étude de la contamination de la ~e:inence avant congélation, après di lut i on 

et équilibration. 
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Dl..! : f> tude de la contRmination de la semence aprè·s congélation 

De;; : étude de la contamination de la semence 1 mois après congélation 

D6 : étude de la contami.na tion de la semence 2 mois après congélat'i.on. 

(; p prOtOCOlP noi t c·;nSi per;:iettre de déterminer, préciser et étudier 

1 1 influence des condi ti ans de pr •~pElration de la semence ( manipulation, dilution , 

équilibration ) , de la cong~·latirm e t du stockage dans 1 1 azote liquide sur la 

contamination bactérienne des doses utilisées en insémination artificielle. 

Nous allons tout d' abord p r éciser les étapes de préparation de la semence 

dans l e cas parti.culier d 'un Centre d'Insémina.tion ~rtifi.cielle de la région 

oa.risienne. 

J.2. Collecte et condi.tionnement de la semence 

J.2.1. Entretien et collecte des taureaux 

Trente six taureaux de race frisonne et dix sept de race holstein 

sont logés pour 30 d' entre eux sous une stabulation sur aire oaillée, pour 6 

en box et onur lPs autre s en plein air sur aire pa illée. Les animaux sont 

maintenus ~ l'attache toute l'année . Les boxes sont curés chaque jour. Les 

autres emplacetrents son t paillés chaque jour et curés tous les 3-l~ mois. 

Outre la 02:ille de liti.f.re, la r ation quotidienne se compose de 12 Kg de 

foi.n, de 3 Kg de concentré ~base de sorr, avoine et tourteau d'arachid e, et de 

200 gr d 1 un complément. minéral vitaminé, ce qui 2ssure un rapport protidn­

fourrager de l'ordre de 100 g ~AD/UF. 

Aucune p;:ithologie p;:irti:::uliè re n'est notée . 

Les taureaux sont collectés deux fois par semaine. La collecte a li eu 

dans une salle d e r fcolt e nettoype apr~s chaque utilisati on . Chaque taureau 

est habituellement collecté deux fois à 10 mn d'intervalle après présentation 

À. un boeuf boutP-Pn-train et deu..x fausses montes. Un meme va gin artificiel 

est utilisé pour les deux sauts. 

Les vagins sont nettoyé s au savon et A l'eau chaude apr~s chaque collecte 

et la veille de 1;:i récolte , ils sont dés infecté->s à l'aide d'un f>couvillon de 

coton imprégné à' :::ilcool ; 6ri 0 et P.ntrPoosés h0rizontalPrnent. sur une onillasse 

face ~ la porte du lahor8toire, A l'a ir libre. 
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Les tuhP s dP collectP s ont lav~s et stérilisés en chaleur s~che ( 2 heures 

~ 170° C) c~me t oute la verrerie, puis ma i ntenus non bouchés ~ l' ftuve ~ 17 ° 

Avant chaque r~colte, l'inséminateur monte le tube de collecte sur le vagin 

aui est ernrni te v;;i sel inr; :~ 1 1 aide d ' une canne de verre maintenue sur la 

paillasse. Il trRnsporte le vagin du laboratoire vers la salle de coll ec te, 

puis le ramP.n P [!Ussitôt 1 <? saut effectué. Il transmet alors le tube de collecte 

au chef de centre qui pr f-,1} ve avec une pipette stérile une goutte de spe rme 

pour en estimer l a quali th: rnotilitP. massale au microscone,concentration au 

phot.ocolorim,; tre . Le tubP d e collf'cte boucl1é est enstri tP nl .::ic P. au bain ma.rie .1_ 17 ° C 

pend ;:mt P-nviron 1 0 minutes j usqu 1 au moment de la premièr e dilution . 

). 2. ? . ~rtn~r~t! o~ ~e~ ~i!u~uEs_e~ ~i!u~ion 

Les dilue11rs sont pr~parés la veille du jou r dP collecte s el on lP 

protocole ci anr~s : 

DJJ(J!~UE 

2 sachets I.a iciphos )1 78 

+ non ml PaU bi_distill~p 

stf·rile 

+ 2no ml e.rrn bidist1-11 ,;,r. 

+ 1 () !) mJ j::nme d' oeuf 

11 nn ~1 de mrlangp 

+ 1"' r,l yc Arn1 31 ml. 

Î 
1 

! 
·-· 1-- · 

1 

1 
1 
1 

DILUETJR 2 

2 sachets Laiciphos L7 A 
+ ROO ml eau bidist.illf>e 

sV·ri l e 

+ 2on ml eau bi.disti..Hf. e 

+ 100 ml jaune d'oeuf 

11 OO ml d e mél ange 

+ 11 <J7 Glycf,r ol 12 1 rnl 

3 l17° C 

.~j Sn°c 

.~ h0°G 

le mat 4r iel u~i.li s ~ es t st~rilis~ en chRl eur sèche pend ant 2 heures ~ 

17 0°C exceptfe le sf·paratPur blanc/jaune d' oeuf qui est en pl a0ti qi.1P dur . 
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I.e;-; o;:if·rations d e p r f,txiratjon s ont effectuées prop r ement mai.s non stéri-· 

1Pm P.nt . Le SP cm1 rl c'll lu eur "St nl .. 8CP .<J u r &friscirateur ?1 -+!1 ° C dans 1m r bc:\riP.nt 

b oiwh't d?>s ·1:::i f i :'! ri e .S8 11rh1anition . 

Te premier dilueur e~t plRcA dans un r é cipient n on b ouché dans une enceinte 

clos e où il s e r 8f r oidit. 1. l.8. temp,!.r;:itur e ambiante. ,Tus te avant la r écolte, SR 

t empérature est r.ie> rtAe l'i. J~"'S . Il e st ens 1.iite transvasé dans des b i b e rons stérjl e s 

non bou ch f> s maJ nte nus .1 37 ° r: da n s un bain-ma.rie, dans leque l s 1 effectue l a 

première dilution du snerme. 

La semencP, conserv Pe d;:i.ns ll:l biberon bouché, est placée dans une enceinte 

rf..frigé ra.nte o''; elle se r Pf'r oidit. de J 7°C à +J-1°C en !1S minutes env:i.ron. Ia 

seconde dilut i on ~ a l ors lieu ~ cette te~péra.ture. 

LA n i pe t.tP SPrvant ?1 l.a première dilution est stérilisée avant chaque 

rbcol t.P. EllP e st. Dlacf P d:rns un biberon contenant le pre1nier d i.J.ue ur au-de s sus 

du bain-ma ri. P, Les ~prouvettP s servant ~ la second e diluti on sont stérilisées 

pu.:i.s maintenue ~; ?t +)1°C en enceinte réfri.gé r ée . 

3.2 . ) . ~i~e_e~ E2ll!e~t~s_ e~ ~o~g~l~t!o~ 

Les paillettes vides sont conditionnées en sacs de mille unitf·s, 

sc ellés par l e fabricant. Fll e s son t i dentifiées par impression d'jnformations 

A leur surface : nom du ta~reau, centre producteur, année e t jour de collPcte . 

Fllps s ont ensu i.tP olacf. es manuellement ~ ce t effet dans une machine ~ imprimer, 

pui 0 rPcu ei llie s d <:in s un r Pcipient en plastique dur. Flles .sont 2.J ors r r::g r oupf> es 

manu ellement en fGiSC'P8UX rle 20 uJl ib?s e t placrr s ,; +!i 0 r: dans 1in l'PCiJî-i Pri+ cr: 

Dl .:1st.i Ol'P dllI'. 

J p mi sP rn oa ilJ.PttPs Pst manuelle. Chaque semence est vers ne dans un 

pPl.i t rf.cipien t r>n Dl Ast.iri11 P souple ( conservf> dans un récipi rnt f r-'nnP :::i1J 

labo r atoire ) . Suc ~e ssi ve'Tl ed, 1 1 extrémib~ libn:- d e s 20 p ai11 8ttes de t ous l ns 

faisceaux Pst tremncie dans 12 sem ence qui Pst aspir~e par tinP nornne n v·id e r Pl_i!'P. 

par tmP. tubulure èi l 1 autre extrérni t '~ des paillettes. 

l.es paillPtt.Ps sont Pnsuite houchr.es nar un bouchon de poudrP nolyvin:vli q\Jr:. 

et n la cPP S d an s d P l' eau A +~ ° C pendant au moi.ns d eux h eures. 

r<ales sont Pn:o;114 te essnyPes, di sposrRs da ns un pr6sentoir et pl gc !' es d ;rns 

J;:i c1JVP :1 conp:6lat1on ·'i - fln°r;. Tî,n o minutes, la t emoé' r ature s' a.h;:1isse en-d es crnn s 

de - 1 70° ~ et l.es na illett Ps sont alors stock~es dans l'a~ ntP l iquid P. 
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De ce orocF-d é de fabrication, nous ferons les .observations suivantes: 

- le grémd nomb_Te de manipulations de la semence et des paillettes 

,jusqu' :\ la misP en place du bouchon isolant l a dos e de semence. Ges 

·i_nterventions sont rF- é'i lisées proprement mais non stérilement. Nous 

reviendrons nlus loin sur toutes les possibilités de contamina tion 

extPrieure n 18 . sem ence. 

- l a s ta nd a rdi~a tion rela tive des étapes de l a prPparation de l a 

semence. LR pre~i8 re dilution peut s'effectuer de 3 A 20 minutes 

après l a collecte; l a seconde dilution de 30 minutes A 3 heures 

apr ès la premiP.re; le temps d 1 équilibration peut durer de · i ~, S heure ~~ ­

~-J ;:ins ntw l'on pu ~ ssP f' ' mesurer l'effet et l'importance, l a va ri ation 

de ces intervalles de temps qui conditionnent probablement l a 

multiplication des bactéries et l'action des antibiotiques de la 

semenc e est 8 r elever. 

3.3 . Technique de dPnombrement . 

I.e dPnombrement sern r éalisé après ensemencement d'un milieu de culture 

dF-fini, coulé en boites de ::'é tri, avec une quantité connue des dilutions 

dPcimal es de l' f. chantillon de s emence en essai, puis incuba ti.on de ces boîtes 

pendRnt 72 heu r es ~ 37°C Pn aProbiose. 

QPlose pour dPnombrement 

-~~ cornposi. t ion. 

~~ prf->pa ration. 

Tryptone. . . . . . . . . . . . . . • . . . • . . . . . ~; , 0 g 

Extrait de levure déshydra té .... 2,5 g 

dextrose anhydre ........•. . ..... 1 ,O g 

Aga r-agar en paillettes •.•...... 1A g 

e::i u distUlPe .......... • .... . ... 1000 ml 

Les compos1mts :=i ont dissous d;ms 1 1 eau q f-.bul1i tion, puis l e 

mili eu est r f-.pr:ir ti dans des tube s :1 essai.s :-1 r aison de 1 S ml pa r tube. Le tout 

est stPril.is f-. ~ l'autocl ave~ 12 1°C pend ant 20 minu tes. 

~ vant de commencer l ' examen microbiologique, l es gf-.loses sont placées 

au bain marie bouillant, pu is refroidies À l.1S 0 r, danf' un second bA in-m.ci ri.r. 

r.~~ ~éloses sont alors additionnf-.es stf> rilement par·tube de 1$ ml de : 

- 0, 7r; ml dA sf>rum de veau stf> ri..le df> compl f-.ment& ( r:;o:i ) 

- 0 , 7~ ml d'extrait gl_ ohul airP sthrilA ( Sd 
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Ie mf->langP 8St Pnsu i 1.r; agi tP puis conservé avant ensemencement a u bain­

marie s l1S0 r::. Les gflose s utilisPes pour le dénombrement bactPrien de la 

semenc e en paillPttPs son t odditionnées d e 0,075 ml de polyanéthol sulfnnate 

d "' s odium ( S. 0 . S . o,n~ '1! ~ ut.il.isf, comme inactivat.eur d P. s sntihiotiques prf>sPnts 

d ans l e di.lueur . 

T.es d ilutions sur l e s1wrme frais ( D
1 

) ou à nP.rtir de la semencP en 

p;:iillettPs ( n
1

, n
11 

, n
5

, n6 ) s ont alo r s rf>::il i.sf>es. 

Di h rn nt.: P RJJ pPnt.onn .!.p t :1 rn nonnAe 

-:·- c 01m~ n s.; t:.-i ·J n 

~:- or~parat1on 

nPn t.nnP . ... . ....................... . ... . 1(),0 g 

chlorurP de sodi_um...................... c;, 0 g 

T1 ;~ 2H P0,1
1

, 12 H
2

0 •••••••.••• ••••• • •••••• • 9 ,O g 

KH 2 ~011 • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 1 'S g 

fl'. 2u di. still ée •..........• .. • .... ..... 1000 ml 

Dissoudre les comoosants dans l'eau . Répartir les quantités de 

diluant n f>cesf>aires d ans des tubes n essa.is: 1 , 8 ml - l1, S ml. Stf:.rili.ser -?. 

l' autoclav e A 121°C pendant 20 mtnutes. 

3. 3. 1 • Qf>:::o~b~e'..'.:e:::t _ s~r _ 1~ ~p~rr~e _ f~a~s 

prf.lever 0 ,6 ml de sperme frais juste ap r ès l a ré col te 

- in troduire O, S rrtl d e sperme d ans un tube T
1 

d e dilu:mt d e 1, , c; ml. 

dilution 10-
1 

) avPc une nipette st~rile. 
- <i f:Ü ter JO s econdes au whirlmix . 

- nr&l_pver? x 1 ml d e la dilution 10-
1 

av Pc un e pipette st~ ri . l e . 
- in t roduirP O, S ml d e la dilution 10- 1 

dans un tube T2 d e dilua nt 

et d eux fois n,S ml dans ? tubes d e gAl ose. 

- rejeter O,S ml. 

di <i 1n r0·tre . 

- a uiter l es ghlnses oa r retournement. 

- rouler str.ri] P~ Pnt. les Rhl oses dans 2 bottes de P~tri d e 10 r m d e 

- l~i s ser l e s rh l 0ses sol.idifier. 

- s~ chPr l es h o t tPs et l e s incuber 72 heure s A l 1 htuve ~ ) 7°C. 

r f. nft.e r l ' oo /,r ,1ti.on sur l e s 6 tube s de d-Uuti on '1'
1 

·~ 'l'(, r.: u -1 
1 ~ .· 

corresn nr1d'"'ni· "l:X d i lut. i_ nn ~ 1 n- ' '. 1 C_, , 
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GELOSES 8,D, Bz D, B:~ D, B~ D, gr~ B'"l>' 
xZ ' 1 1 J _.,,x,:. ?'xt. "1)(' 1'><.t' "/\ :n~ 

/ 
. // / Il / Il 

: / I / / 
, _j ey / / 0v ·I 

~ i1UW. q ?~ rr,1 ?'. r; Il f i r/ 
----.._\ ....,/\' 'l-1 •·- · -,, y ------... h'/ - --"- )-, - \ r·I 

'\.,/ ');,Jr / '•.'. ..{- "" "u ~ / '""' .} 4-
/ / \ °l.s ~ I \/' ~ 

1 / : 1 / 1 ,~ 1 / 1 l l 1 1 
1 . i ' ! ! 

1 

1 1 ! ; 

[--1 1 1-1 ~· 
1 ! 

1 
1 1 l 

- -· i \____ __ ) ~'-~--. - } ··-~·· / 

1- .. 

1 

\. _____ _ \. 

]ILVRNT Ti. Ti TJ T~ Ts Tc 

...uM.,L- p~t~ CUMAf-~V\l\.te. - [,
1 

5 ~ . 

_, 
"10- l 1 o- 3 '10-Li '(0_, - (, 

'DILUTION '1 0 -10 

J . ).2. Dénombrement sur la semence en paillettes - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- décongeler une paillette ( n4, n5, n6 seulement ) en l a plongeant 

d:ms l'ea.u à 37°C pendant une minute. La sortir puis l a sécher. 

- identifier la paillette 

- désinfecter les extrémités avec de l'alcool à 9)°C 

- couper les extrémités de la paillette en la maintenant en posi tion 

horizontale. 

- ouvrir un tube de diluant T
1 

de 1,8 ml stérilement et y laisser coul. er 

le contenu de la paillette ( dilution 10-l 

- agi ter 30 secondes au whirlmix 

- pr~lever 1,7 ml avec une pipette stérile 

- introduire 0, 5 ml d1ms un tube de diluant T
2 

de l.1.,5 ml ( dilution 10-
2) 

et deux fois O,~ ml dans 2 tubes de géloses avec SPS. 

- couler stf.rilement les géloses, les sécher et les incuber. 

- réaliser ainsi 4 dilutions successives. 

J.3.3. Dénombrement sur les dilueurs - - - - - - - - - - - - - - -
- pour chaque lot de fabrication, prélever 2 x 1 Ml de di.lueur et introduire 

dans 2 tubes de gélose avec SPS 

- couler les géloses, les sécher et les incuber. 
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3.3.J. DPnombrement sur les dilueurs 

- pour chaque lot de fabric ation, prélever 2 fois 1 ml de dilueur et 

i ntroduire dans 2 tubes de gPlose avec SPS. 

- couler les gélos es , les sécher et les incuber. 

Après la p f-. riode d 1 incubation, il es t procédé au comptélge des colonies. 

Ne sont retenues pour le dénombrement que les boites ne contenant pas plus 

de 300 colonies. 

Quand il existe au niveau d'une même dilution, 2 boîtes contenant entre 

30 et 300 colonies ( ou une boîte contenant entre JO et JOO colonies et l'autre 

moins de 30 colonies ), ou quand au niveau de la première dilution les 2 

boîtes contiennent moins de 300 colonies, la sonime de ces 2 nombres est 

mul tinl iF>e par 1 1 inverse du taux. de dilution, en ne gardant que 2 chiffres 

significatifs, pour obtenir le nombre de bactéries par millilitre. 

Quand il n'existe aucune colonie au niveau de la première dilution dans 

chacune des deux boîtes, le résultat est donné sous la forme ; moins de 

10 bactéries par millilitre puisque la solution mère a f-.té diluée au 1/10è. 

IV. RESUI,Tfl.T,S. 

Nous avons pu r éaliser l'expérimentation sur ho éjaculats correspondant 

~- 18 taureaux différents. Ces ho éjaculats correspondent à des spermes de 

bonne qualité et qui, à ce titre ont donné lieu À. une mise en paillettes. 

Nous devons remarquer que l'expérimentation sur le sperme frais correspond 

~ un seul éjaculat. Par contre, l'expérimentation peut porter sur cet éjaculat 

unique ou sur le mélange des éjaculats des 2 sauts successifs si chacun d'eux 

s'est révélé de bonne qualitP. 

}Tous avons donc é t é amené dans ce travail À comparer la contamination 

de 2 F>.iaculats successifs pour un même taureau. 

I'ensemble des tabl eaux de chtffres sont regroupés en annexes. 

l.i.1. Contamination bactérienne du sperme et de la semence . 

La contamination b11.ctF>rienne du sperme .-3 l'émiss ion se trouve 
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comprise entre J,6.102 et 1,8.107 bactéries par millilitre. La contamination 

moyenne est de 1,7.106 bac téries par millilitre. 

Pour un même animal, la contamination bactérienne du spenne pour 2 collectes 

différentes F.?st variable . La variation maximale est observée pour le taureau 

n° 15 : J , 6 . 102 et L,b.1 05 bactéries par millilitre. 

Pour 2 sauts successifs au cours d'une même collecte, la contamination du 

soerm e ;] l' f>rniss i_on n' es t pas r eproductible et est sujette À. des variations 

parfois importantes. Dans S des 6 cas étudiés, le second éjaculat est plus 

contnminé que le pr8mier . 

ll.p r è::- dilubon et f-· qu;libration, l n contamination bactérienne de l a semence 

se trouve inférieure à 1 ,2 .106 bactéries par millilitre. 9 semences sur 32 

pr ésentent moi ns de 10 bactéries par ml et 19 semences sur 32 présentent moins 

de 2)00 bactéries par ml. 

r.. près 1 mois de stockage dans 1 1 azote liquide, 22 semences sur 2h pr ésentent 

moins de 2 SOO bactéries par ml. 

Les dilueurs ont été trouvés "stériles 11 ( moins de 1 bactérie par ml. ) 

dans 17 cas sur 22. Par deux fois, la contamination s'est chiffrée à un 

maximum de 103bactéries par ml. Le premier dilueur est trouvé plus souvent 

contaminP qu e le second. 

L.2. Effets de l~ di lution et de la congélation 

4. 2.1. Dilution 

La concentration bactérienne diminue pour tous l es lots de sem ence 

après la dilution et l' équilibration. On observe un rapport D/D
3 

variable 

de 1 1 ordre de 2 à 1 o3. L::i diminution de la concentration bactérienne d"~ D
1 

en 

n
3 

n 1 apparaît pas ê t re fonction de la. concentration initiale; pour de s valeurs 

voisines en D
1

, les val eurs en n
3 

peuvent être tr~s différentes. 

Il n'es t pas douteux que l'identité des germes présents dans chaque 

t-jaculélt ainsi_ que leur sensibilité aux antibiotiques contenus dans l e dilueur 

doivent. intervr:mi r pour 8xpliquer ces · différences. 

Nous avons vou1u sa.voir si la diminution de concentration bactérienne de 

D
1 

en n
3 

s 1 Rccompagnait ou non d'une diminution effective du nombre t.otel de 

germes cont,emis initial ement d8.ns l e spi=mne et l e s deux di1ueurs. 
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Nous avons alors défini x comme étant la concentration bactérienne 

théorique du sperme frais additionné de la quanti té nécessair·e de chacun des 

2 dilueurs, juste après lB collecte. Nous négligeons pour ce faire toutes l es 

contaminations extf-ri.eures susceptibles de survenir jusqu'à la mise en place 

du bouchon des paillettes. 

Nous conflt.t:itons que d:-ms 9 cas sur J2, le nombre total de germes contenus 

ini.tialernent dans le sperme frais et les dilueurs n'a pa.s chuté mais qu 1 il a 

au contr::tire augment.P au cours de la dilution et de l'équilibration. Remarquons 

que pami ces 9 cas, 3 taureaux sont concernés chacun pour 2 éjaculats. 

Il nous semble donc possible d'émettre l'hypothèse selon laquelle, 

l'augmentation au cours de la dilution et de 1 1 équilibration du nombre de gennes 

contenus initialement dans le spenne frais serait due au développement d'une 

ou plusieurs espèces bact~riennes présentes dans l'éjaculat de certains 

taureaux et résistantes a.ux antibiotiques contenus dans le dilueur. 

Nous constatons pare.1lèlement que l'effet d'une "dilution simple" agissant 

par une simple augmentation de volume n'est pas négligeable. Le taux de 

dilution variant de 15 8 35, la concentration des bactéries dans la semenc e 

diminue d'autant lors de la dilution, dans la mesure où chacun des 2 dilueurs 

est stP.rile. Le taux de rlilution étant fonction de la qualité du sperme 

( moti.li té mas sale et dens i. té, auxquels il faut adjoindre la résistance :\ la 

congélation, facteur propre au taureau), on peut donc dire que la qualité du 

spenne influence favorabl ement la faible contamination bactérienne de la 

semence en paillettes. Pour une même contamination bactérienne, le sperme de 

mei.lleure qualité permettra de produire des paillettes moins contaminées. 

h.2. 2. go~g~l~t!o~ 

Après la congélation, la concentration bactérienne de l a semence 

diluée et équilibrée s 1 est révéH~ e être stable dans 9 cas, diminuer d:ms 16 cas 

et augmenter dans 6 cas. Ces résultats contradictoires nous ont faits supposer 

que la congélation en tant que telle n'avait pas ou peu d' effet et qu e les 

variations de contamination entre D
3 

et Dl résultaient d'une variabilit<? de 
• 1 

contamination inter-paillettes. 

Nous constatons que le stockage dans 1 1 azote liquide après congélR.tion 

entraine une diminution de la concentration bactérienne quand persiste une 
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contamination avant la cong8lation ( sauf dans 2 cas ). 

V. DISCUSSION 

Le protocolR sui.vi se révèle satisfaisant quant au nombre de dilutions 

choisies pour pouvoir apprécier la contamination du spenne et de la semence. 

Les taux de contamination trouvés sont en accord avec ceux des auteurs consultés. 

Il n'a pourtant pas été récolté de sperme s t érile. 

Il ne nous a pas été possible de caractériser la répétitivité, la précision 

non plus que la limite de sensibilité de la méthode par ailleurs définies dans 

le cadre de normes internationales appliquées au dénombrement des microorganismes 

dans divers milieux et donc dans des conditions techniques différentes de 

celles . que nous avons retenues. 

Nous constatons une grande variabilité de contamination inter-paillettes, 

ce qui semblerai.t indiquer qu'il eût. été préférable de ne pas établir un 

résultat avec une seule dose mais sur plusieurs doses et d'exprimer un r ésultat 

comme une moyenne de plusieurs examens. L'organisation de la collecte au 

Centre d 1 Insémination frF>quenté, la lourdeur du protocole pourtant. dé,jà allégé 

au maximum, la quantité de produits et de réactifs nécessai.res et notamment 

le nombre de paillettes qui nous auraient été nécessaires pour ces études 

préliminaires, et enfin le temps relativement limité que nous avons consacré 

à cette étude ne nous ont pas permis de mener à bien tous les éléments qui 

auraient été nécessaires À une exploitation maximale des résultats de ce 

travail. 

C'est la raison pour laquelle l'analyse statistique n'a pu porter que sur 

4 des taureaux étudiés (n°1, n° 3, n° L., n° 5) qui possédaient plusieurs 

résultats pour chaque étape du conditionnement de la semence. 

Après transformation logarithmique des concentrations bactériennes, 

calcul des moyennes logarithmiques et application d'un test de comparaison 

multiples pour l'analyse statistique, l'interprétation de ces résultats 

permet d'observer que: 

* la modification de concentration bactérienne entre le sperme frais (D 1 ) 

et la semence diluée, équilibrée, iJTUTiédiatement après congélation ( DL ) est 

significative ( p ( 11.--o ) • 

* la modification de la concentration bactérienne entre la semence diluée 

et équilibrée (o
3

) et la sRmence stockée depuis 1 mo i s dans l' azote liquid ~ 
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(Di:') est significa tive (p < 0,05). 
) 

~~ la modificntion de concentration bactérienne entre la semence diluée 

et F>quilibrPe (D,) et la semence juste après congélation (Dl ) n'est pas 
_) 1 

significative. 

~~- la modi.f:i cation d e concentration bactérienne entre la semence juste 

apr0:s congPlation (D~) et la semence stockée depuis 1 mois dans 1 1 azote 

liquide (DS) n' est pas si 1311i ficative. Cependant il nous semble important 

d 1 indiquer que le t est est ;) la limite de la signification et il pourrait être 

intéressant de vE>rifier s ' il n' est pas possible d' é tablir une r elation 

significativ e en augmentant le nombre de r:lonrn~es. 

Ainsi, contrairement t, ce que nous avions pu lire, il semble que la 

congélation puis le stockage dans l'azote liquide aient 

de diminuer la concentration bactérienne de la semence. 

pour effet 

Nous rema rquons néanmoins l'impossibilit8 d'établir une relation entre la 

cont::i.mination de l r:1 semenc e congelée en paillettes et la qualité du sperme 

et/ ou la conta.rnin::ition du spi=mne frais. 

·- -- . .. ···-· ·· --··· · ·· --, -·-······ ···--··------- ·-·--··---·--r--- -- ···· - ···- -·-- ----·- --- · ---· ·-·-· ·---- ----. -
1 

. 1 

contamination du 
sperme fra is 

1 nombre 

1 

i 

d 1 éjaculats i nombre de semences ~~ de semences 
1 , tt. , tt. 
1 presen an moins presen an . moins 
! de 500 bactéries de 500 bactéries 1 

1 par dose aussit6t par dos e aussitôt! 
' ' 'l t• ' '1 t' 

1-- --- - •··· -- ------~----------1' ·· ------.... . i apre s congP.. a ion a.pre s congP a i.on 1 

-- ·-··· ---·1·- -·--· --· -· -·-------·---- -·· -·-· --. ··-·-- . . . 
1 

105 
106 

x 10 bact./ml 1 6 1 

x 10 bact/ml J 

7 1 

x 1 0 bact/ml \ 

l 

1 2 

22 

29 

1 

1 j 
1 li ! 

17 1 

8 66 

6L1 

(_fi _, -
1 

i 
~--·-·-------------- -------------·----- - -- ------- ------ ---- ___ L _________ -- ---------- --· ----- _i . i 

Ce tableau montre qu'une certaine proportion des spermes les moins 

pol luf.s fourn.i. t des pailletttes prf.sentant plus de 500 bactéries par dos e et 

qu'inversement un spenne trè s pollué ne fournit pas nécessai.rement des 

pa.illettes très contaminées. Ainsi se pose le problème de la déterm-Lnati.on 

d'un témoin de contamination bactf-.rienne pour la semence en naill ettes. 
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VI. CONCLUSIONS. 

Nous entendons préci.0er les contaminations possibles du sperme et de la 

semence a.près la rbcolte afin de mettre en évidence quelques points qui nous 

semblent devoir être améliorés. Nos critiques et conseils devront être modulP.s 

sur le terrain, car, outre l'impact psychologique et financier, il n'est pas 

sûr qu'une multiplicité de mesures contraignantes apporte un bénéfice notable 

eu égard à l'importance de la contamination initiale due à l'animal producteur. 

Il n'en reste n2s moins qu'en fonction d'un avenir où la production d'un 

sperme moins pollué est envisagée, ces mesures doivent être dès lors prises en 

compte. 

La multiplicité des contaminations possibles après la récolte tiennent: 

;~ à la préparRtion et à la conservation des dilueurs: 

Les manipulations, si elles sont réalisées avec propreté, ne sont pas 

stériles. Le séparateur Jaune/Blanc d'oeuf n'est pas stérilisé. Le premier 

dilueur est conservé en récipients non bouchés dans l'enceinte du laboratoire, 

et les constituants qui entrent dans sa composition, oeufs, glycérol, dilueur, 

ne présentent aucune garantie de stérilité. 

* à la manipulation des paillettes 

r,es paillettes' la poudre polyvinylique des bouchons' les récipients 

en plastique ne présentent aucune garantie de stérilité. Les paillettes sont 

manipulées manuellement lors de l'impression et lors de la. mise en faisceau. 

Elles entrent en contact de la. machine à imprimer, de la paillasse et des 

récipients en plastique dur. Il en résulte essentiellement une possibilité 

de contamination de la surface extérieure des paillettes dont une partie 

est en contact direct avec la semence lors du remplissage. 

;~ à 1 1 ambiance des locaux 

Après avoir collecté un taureau, 1 1 inséminateur revient dans le labora­

toire avec des bottes souillées a.lors que s'y trouvent à l' air libre : le 

premier dilueur en biberons, les vagins, les paillettes, les thermomètres , 

la canne à vaseline. La salle de collecte est nettoyée, mais elle n'est 

jamais désinfectf.P. et trois portes en regard y créent un bra.ssR.ge d 1 a.ir pollué. 

Nous proposerons donc les mesures suivantes: 

~} l._~btentlon~'u-r_:i_~ilu~ur s_~_ri. ~:'. - : cet impératif nous parai t P.tre l P pl us 
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nécessaire . ~·~ous avons vu qu'un dilneur stérile par augmentation du volume 

de la semence r éduit dé.j?:i 1.:i concentration des bactéries. Il en va. tout 

autrement quand le dilueur est très pollué ( 103 bactéries par ml ), la quantité 

totale de bactF,ries apportf-,es par le dilueur pouvant alors être supérieure à 

celles apportées par le sperme ! La plus grande propreté, voire la manipulation 

auprès d'un bec bunsen doit être requise pour la préparation des dilueurs. 

La conservation du premier dilueur se fera dans un récipient bouché et les 

dilutions s'effectueront avec un grand soin de rigueur. 

~~ Le re~~.:t_.__§ triç_~t.9.es -~~_g~-e~~ -~~J1ygt_~-11~ et d~preté.~8:n~_];:_~'.1cein~~--.9-_~­

laboratoi_!.~_ : l'isolement des paillettes de la paillasse par un papier propre 

lors de la mise en faisceau nous semble plus rationnel. La désinfection 

régulière des r écipients en plastique recevant des paillettes, l'isolement 

sous cloche des vagins désinfectés nous semble souhaitable. 

Une attention particulière sera donnée à la manipulation des bacs en 

plastique souple qui entrent en contact direct avec la semence avant le remplis ­

sage des paillettes. Il serait d'ailleurs plus rigoureux de les remplac er 

par des récipients stérilisables. Enfin, il nous parait fondamental d'éviter 

par des mesures appropri ées les entrées successives dans le laboratoire du 

technicien charg~ des r fcol tes. 

Nous devons également envisager les mesures susceptibles de diminuer 

le nombre de germes émis par l'animal. 

Nous avons observé que la collecte elle-même assurait d'une certaine 

manière la contamination de l a verge et du prépuce: 

* lors de la préparation au saut, la verge, sortie du fourr eau peut être 

contaminée par l'ambiance polluée de l a salle de collecte. Une collecte 

réalisée en extérieur ou une désinfection poussée de la salle de monte pourraient 

y remP.dier. 

-1~ lors des fauss es montes prélables au saut, il n 1 est pas rare que 1 e prépuce 

et la verge entrent en contact avec la partie arrière du boute-en-train. 

La présence d 1 un tablier propre sur le boui·.e-en-train pourrait éviter un P, 

contamination importante. 

-If 1 1 emploi d 1 un même vBgin pour deux sauts successifs, dans la mesure où lors 

du pr emi er saut, l ' entrée du vagin est souillée au contact du fourr eau, 
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entraîne la contamination du prépuce et de la verge lors du second saut. 

L'emploi d'un vagin lavé et désinfecté pour chaque saut pourrait y remédier. 

Un nettoyage de fourn~ au efficace donc bien fait réguli èrement et dont les 

effets serai.Pnt contrôlf> s pf>riodiquement et bactér:iologiquement ne nous paraît 

pas envisB geable dans un bref avenir au Centre d'Insémination Artificiel au 

vu des contraintes crP.ées dans ce but, en temps et en personnel. 

Nous consc-d.llerons enfin une meilleure hygiène des aires de couchage, 

bien que nous n'ayons observ0 aucune différence significative de contamination 

bactérienne du sperme pour des taureaux différemment logés, dans nos résultats. 

VII. RESŒ'!:F. 

Notre étude quantitative de l a conta.mi.nation bactf->rienne du sperme 

et de la semence a porté sur ho é j aculats de 18 taureaux d 1 un Centre 

d 1 Inséminati on Artificielle . 

I ~. . ~ . d ' l 1 , • • t . t 3 I' 1 o2 _a conc,arnn::1 t·.1.on u spe rme ~! _ PTT11sslon se rouve comprise en r e , o . 

et 1,8.107 bactf->riP.s par millilitre. 

La dilution du sperme, 1 1 équilibration après mise en pailJettes, J.a 

congélation de la semence pennettent de réduire la contamin:üion du sperme 

frais. 

Il semble d'autre part que la congélation puis le stocka ge dans l'azote 

1iquide aient pour effet de diminuer la concentration bactérienn8 de 

la semence. 

Des mesures sont proposées pour obtenir un dilueur sthrile, mainteni r 

l'hygiène dans l'enceinte du laboratoire, rationaliser les opérations de 

collecte et améliorer l'entretien des taureaux. 
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CONTAMINATION BACTERIF.NNNE DES DILUEURS DU SPEID,1.E. 
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RF.CHERCHE D'UNE VARIABILITE DE CONTAMINATION BACTERIENNE INTER-PAILLETTES. 
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CONTNHNATI ON BACTERIENNE COMPAREE DE DEUX EJACULATS SUCCESSIF'S. 
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