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CHEZ LES HOMMES INFERTILES DANS
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EN 2023

THESE
Présentée et soutenue publiquement pour obtenir le grade de

A
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IMICA A. Simon AZONBAKIN

Président du jury

Histologie- embryologie et cytogénétique Pr Anatole LALEYE
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Dr Marius ADJAGBA MCA A. Simon AZONBAKIN

Chercheur a ’ISBA

Année académique : 2022-2023

Nem AN

vy
2N

A
?

A

!

VO T o e e e



[1]
REPUBLIQUE DU BENIN

LA L 22

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR
ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE D’ABOMEY-CALAVI

FACULTE DES SCIENCES DE LA SANTE

o o o o ok ok ok ok
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N°21 H— 12023/UAC/FSS/VD-Ecoles/VD-UFR Pharma/VD UFR Méd/SGE/CéI?HISA

UNIVERSITE D’ABOMEY-CALAVI FACULTE DES SCIENCES DE LA SANTE

LISTE DU PERSONNEL ENSEIGNANT ET ASSOCIES

DOYEN : Professeur AVAKOUDJO Josué Dejinnin Georges

VICE-DOYEN U.F.R Médecine : Maitre de Conférences Agrégé VODOUHE Ulrich Bidosséssi

VICE-DOYEN U.F.R Pharmacie : Maitre de Conférences Agrégé GANFON Medessou Yowel
Habib

VICE-DOYENNE /ECOLES : Professeur AZON KOUANOU Angeéle
Année : 2023-2024 (version novembre 2023) g
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. Dr ATADOKPEDE Aghomeénou Félix.............
. Dr AWEDE Bonaventure Lucien Sévérin.._
. Dr FIOSS| KPADONOU Emilie..................Zf"j.
- Dr TONATO BAGNAN Josiane Angéline A,

. Dr AGODOKPESS Gildas ........
. Dr ALAMOU Soulé: iz

. DrAYELO'

[2]

PROFESSEURS TITULAIRES

Dr ADJIBABI WaSSi...vuuveereeeureee e eseeeeeeecssesronsans
Dr MEHINTO Delphin Kuassi.......eeeveeeeevesvverernenns
Dr LALEYE Anatole 0. A ......ceeeeeeeenreneeneeseneeessees
Dr AMOUSSOU-GUENOU Marcellin Kuassi...........
Dr FIOGBE Michel Armand..........o.occvevereevevrnnnnn,
Dr HANS-MOEVI AriStOte ......ovveveeeeeeeesee e ernenranes
Dr KPADONOU Toussaint Godonou.....................
Dr ODOULAMI-YEHOUESSI Lisette.........ccoomu........
Dr ZOUMENOU Eugéne.....uuvevrnnen...

. Dr DENAKPO JUStin LEWIS ..covvvvvieeeeee s cesesnennans
- BrDOSSO Flidncis Molse . ese s
. Dr ADEGBIDI Hugues Daniel Gbadébo .................
. Dr AFFOLABI DiSSOU...coeureerieceieerereenen

. Dr ALAO Modjere Ola Maroufou Jules.................

. Dr SEHONOU Jean ... 2585 oo B,

. Dr ALEAB| Aurel:Constant Eustache...............
. Dr AVAKOUDJO JOSUE D. GEOTEES v

*27.'BFGNONLONFOUN Dieu donné ...................
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."Dr HOUNKPATIN Benjamin I. Bodounfin...........

. Dr-'%éHABU AGUEMON Christiane .........cccoeveu.....
. Dr ZOMALHETO Zavier COSSi .......oueverevsrrsnnerenns

. Dr YEKPE AHOUANSOU Hermione Patricia Frida..
- Dr AGUEMON Badirou Difu...ecereseeeveeereeveeesse e,
. Dr ALAGNIDE Hountondji Etienne .......oevveveeenen,
. Dr AZON KOUANOU ANgele ....oeeorveeeeeeeeeeen

;j;bfe:_:rmato _g_ie;ﬁ .\}Lénérologie
Physmlogle
l"jpéqqps-ychiatrie

ORL-Chirurgie Cervico Faciale
Chirurgie Viscérale
Histologie-Embryologie-Cytogénétique
Biophysique, Médecine Nucléaire
Chirurgie Pédiatrique

Orthopédie -Traumatologie
Médecine Physique et de Réac‘[ap.ta.t_i?in

Ophtalmologie

. Anesthésie-Réanimation

Gynécologie Obstétrique

Chirurgie Génké'ii"é:f’fé

DermatologieVéngérologie
Bactériologie-Virologie

Pédiatrie et Génétique Médicale

Gg‘ihécologie—Obstétriq ue

Neurologie

Parasitologie
Hépato-Gastro-Entérologie
Pneumo-Phtisiologie
Ophtalmologie
Pharmacologie Clinique
Urologie-Andrologie
Médecine du Travail
Neurologie

Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Rhumatologie

Imagerie Médicale

Santé Publique

Médecine Physique et de Réadaptation

Médecine Interne
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. Dr WANVOEGBE Arman... oot

. Dr ADJADOHOUN Sonia B.M. Gwladys
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Dr GBESSI Dansou Gaspard ..........eeeeeeseoossn. Chirurgie Générale

Dr HINSON Vikkey AntOine ........o.cveveccesreeecennn. Médecine du Travail

Dr HOUNKPE Pierre Claver .........ccu.vceesvnen.. Anesthésie-Réanimation

Dr LALYA Francis HONOIatu.. ..o veueeveens oo Pédiatrie et Génétique Médicale
DI VIGAN JACAUES e s sessos e Néphrologie

Dr CODIJO Houétondji LEopold......wweeeeveeron Cardiologie

Dr YEMOA Loconon Y. Achille. . Chimie Analytique-Bromatologie
MAITRES DE CONFERENCES AGREGES

Dr AVAKOUDIO Frangois .......coeeeevee..... ORL-Chirurgie Cervico_:;Féc“i'aj\I‘t‘-:“;

Dr LAWSON AFOUDA Sonia................... ORL-Chirurgie Cervico Faciale - -

Dr SISSINTO SAVI DE TOVE Yolande......... Parasitologie—M’ynt:c.J.lbgie

Dr AGBODANDE Kouessi Anthelme ............ Medecme Interne

Dr ALIHONOU ThIemy ....oocoumimiiimemmna Neurochlrurgle

Dr BAGNAN TOSSA LENila.wueeeerereeeran Pedtat ie” et Genethue Médicale

Dr GANFON M. Yowel Habib ... Y "'rr‘:‘Pharmacognosre

Dr KEREKOU Annelie Célestine. ................. - ' _N_E_ndo.c_ﬂ-_rr\ologle

Dr VODOUHE Ulrich B. ... “  ORuehirurgie Cervico Faciale

: * Médecine Interne
. Dr ABOUBACAR MOUFAliIOU ..o i ecscancd Gynécologie-Obstétrique
. Dr ABOUKI Chakiratou Olaidé Ado; ; 2 Ophtalmologie
Radiologie, Radiodiagnostic et Imagerie médicale

Anesthésie Réanimation

. Dr AKPADJAN Gbemawonmede, Fabrlce............................ Dermatologie-Vénérologie

. Dr ALIHONOU Florence Nathalle 710 o Pédiatrie et Génétique Médicale

- DrANAGONOU LARY Lucrece s Pédopsychiatrie

. Dr A"ITI‘OLOU‘S p.pdjl RogerGilleS: i anmmanintnie, Chirurgie Générale

: -Df AZO’NBAKIN Aiéndégbé Simon .. s Histologie-Embryologie-Cytogénétique
.”Dr BIGOT Cédric Egnonwa Parfait .. s Médecine Légale

. .Dr BOGNON Gilles Modeste AlaiN.........cooeeeeeeeeeereeeeernn Pédiatrie et Génétique Médicale

: 'Dir._n;HIGBLO S2gla Pascal EFiCu .. ceerneeeeeemeeeereseroeoeonn Chirurgie Orthopédique et Traumatologie
A DI:DEGBOE Kai Bérénice Esthelle .......oeeeeeeeee e, Dermatologie-Vénérologie

- Dr GNANGNON Freddy Houehanou Rodrigue................... Cancérologie Chirurgicale

. Dr HODONOU Détondji Fred Jean-Martin.. . oo, Urologie-Andrologie

. Dr IMOROU SOUATBOU YaCoUBOU....eeeveeeeeeeseeoeooeo Chirurgie Général

. Dr KLIKPO Tchédié Etdéchié EIVIre o emvveeeeoonee Psychiatrie Adulte
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Dr LAWANI 1SMIaTlcsiis nanasmmsmmsssmes s st visisie
Dr MIKPONHOUE OLOU Rose Christelle ....cocevveevivrerennnes
Dr OGOUDIOBI Ogourindé MathieuU.......cccccovevverevevencernene
Dr PADONQOU Abiodun Adébola Djosse.......cocveeeerereverenenes
Dr PADONOU Caroline Sourou CIEmence........co.cveueenene
Dr PADONOU Sétondji Géraud ROMEQ.....cccveevrverererresrerees
D SEIDOL Falilatol s anrarmennah
DrSONOL BDiidioha Jo8) ArNaud s
Dr TOGNIFODE Medesse VAroniqUe.....co e eeeereeeesremreeens

Dr WACHINOU Ablo Prudence.......renecnnninnisinsns
Dr YEVI Dodji Magloire IN&S......ccvveververeinnvennereresrsesessssnens
Dr ZOHOUN GUIDIGBI Lutécia Myria A.....c.ccecieecenncne

MAITRES ASSISTANTS

Dr GANDAHO Hugues Jean-Thierry # N.e_urochqurﬁgle
Dr AGBOTON Bruno LEOPOId ........ooeueeeeeereerneenrrreserererneeesvns

Dr ADJAGBA Mahouna Philippe DOtOU e siiorm sy

Dr AMOSSOU Labissi FrangoiS......e i

Dr BADOU Agnes 01adun SYNI........wevrwiiiiioesrs s i’
Dr GNINKOUN Comlan Jules...
Dr LOKOSSOU Mégnissé S Houévi Symphorese.f.k...........

Dr TOKOUDAGBA K055| Jean IVIarle Denis

Dr ADJOBIMEY: Menonll .............. i T
Dr BANCOLE POGNON Syl\ne Arlette A rreeseeneenne

Dr ZOHOUN cé "*':'ran GildaS AIDAN v v sreeesse s
I;;KAHG):U‘-[}@OU Ern:gst SEEPhANe. ...t
DrAIGBENestor
DF DANGBEMEY DJima PALICe oo
b"rpo. SANTOS ZOUNON AlEXIS...rovrveeerersrsessseeressoeers

Dr HOUNKPONOU AMOUSSOU-GUENOU Eliane Kayivi

IMIUFTRIIR e ettt st st e e s sbe s s sas e an s
Dr LALEYE Christel Marie Fortunat Olatumbossum B.l. ....
Dr MIZEHOUN Gbedécon Carmelle.... v veeerevrenvesses

Dr AGBOKPONTO Janvier Engelbert.....cvevveeencnecennes

, Né?p;h:rglqgié

| Cardiologie

Gastroentérologie et Hépathologie
Chirurgie Viscérale

Médecine du Travail
Gynécologie-Obstétrique
Traumatologie-Orthopédie
Pédiatrie et Génétique Médicale
Santé Publique :
Anatomie et Cytologie Patholpg_:iqué:
Cardiologie g
Gynécologie-obstétriqﬁé“':5-._'"-',;.
Pneumo- PhtISIO|0gle

Urologie Andrologre

Pedlatrle et Génétiq ue Medlcale

- : Traumatologie-Orthopédie

Sociologie et Anthropologie sociale
Endocrinologie Métabolisme et Nutrition
Gynécologie-Obstétrique

Chimie Organique et Chimie des Substances
Naturelles

Santé au Travail

Chirurgie Buccale

Hématologie

Anesthésie-Réanimation

Ophtalmologie

Gynécologie-Odstrétique

OTO-Rhino Laryngologie et Chirurgie Cervico-

Faciale

Cardiologie
Anatomie
Nutrition

Chimie Analytique
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Dr ASSANHOU Assogba Gabin......

Dr AZA-GNANDJI GUY-GErard.........ueeeeeeeeeeeeersrersesseeesoss s
Dr BAGLO Dédé Priscillia Tatiana.......ceeveeeeee oo

Dr GOUKODADJA Oswald................. Traumatologie Orthopédie

Dr SOSSA Jean ............... Urologie

Dr HOUNDETOUNGAN David GilleS.....ooveeeevereeeeeseeeeereeera, Biophysique

Dr VIGNON Koffi ROdOIPhE ..o oo Hépato-Gastroentérologie

ASSISTANTS

Dr LANKPEKO AFFOLABI Clémence M. w..covceenreon.. Pédiatrie et Géﬁ'éiitque M’é&icale;‘*
Dr YAKOUBOU YOBO ANNGtOU weeceereveeeeeeeeeee oo Pedlatrle et Genethue Medlcale
Dr AMONLES YVES D. ....uourerrrrencrecccsesemsesesseessessssssesssssesnns Psycl;natrle
Dr HOUESSOU ENIANLOKO TCHIAKPE Nicole Zinhoué ... Peduat;g_le.- &
Dr DADJO Kinski AUMET v HaumatotagieOrthopédie
Dr HOUEZE Richard Ghlslaln Constantm Neurologie
Dr CHABI Yossounon Pharmacie hospitaliére
Dr DANSOU Eugeme e ff.'. Médecine interne
Dr DJOSSOU: Ho _l‘ongnon Juhen Rhumatologie
Dr AY1 MEGNANGLO Cod;o AUSENE  srmnnmmnias Radiologie et Imagerie médicale
Dr DAHOUE TOngdJI Richard.....cocoooevmeeresieeccecics e, Orthopédie Dento-Faciale

-"Dr HOUNSOU Nounagnon René... Chirurgie générale
Dr KOGUI DOURO AR oo deccs Bt it st dine Urologie-Andrologie

ASSISTANTS DE RECHERCHE DE RANG DOCTORAL

Dr TOHON Gbédolo Honesty..........cocvveeevveverevernn.e. Toxicologie et Analyse du risque

[5]
Pharmacie Galénique
Psychiatrie

Hématologie Biologie

7
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2- Dr AHYIRéné A. Galbertuumeeeeeeeeevennns

3- Dr PADONOU Nazaire..coueveeeeeeeeeeeeeeeeeeenns

....................................................................................................

LT

B DF HOUNKPE CEIBSHN.cevvrevvrvve e esesessseesseessnss s sserssnessesesess s esseesseesssesssses e ssoes oo eoeee s

5- Dr Do ANGO-PADONOU Florencia

6- Dr GNINAFON Martin

COLLABORATEURS . _

A- COLLABORATEURS EXTERIEURS
1- MCA COULIBALY Songuigama

2-Dr ZIME DIAWARA H. Hermine ...y

3-Dr SANGARE Béatrice

4-EFOE Etienne.

G Professeur de Chimie Thérapeutique/UFR Pharmacie

“Université de Nantes

Maitre-Assistant de Pharmacie Galénique a I'Université Joseph
KI-ZERBO ; Burkina-Faso

Maitre de Conférences Agrégé de Toxicologie a I'Université
Félix HOUPHOUET BOIGNY
Pharmacie

B- COLLABORATEURS NATIONAUX

1- Dr LOKO Frédéric SIMplice ..ooo.vvevversmervene
2=Dr AHISSOU:Hyacinthe s s

3=Dr:GBENOU Joachim e s
4- Dr OUENDO Edgard-Marius........ccoveeveeennen.

5- Dr KPATCHAVI Adolphe......cceiiveeevecn e,

Professeur Titulaire de Biochimie a I'Ecole Polytechnique de
I'UAC

Professeur Titulaire de Biochimie & la Faculté des Sciences et
Technigues de 'UAC

Professeur Titulaire de Chimie Organique a la Faculté des
Sciences et Techniques de 'UAC

Professeur Titulaire en Santé Publique, Epidémiologie (IRSP)

Professeur Titulaire en Sz)ciologie Anthropologie

A



6- Dr AGUEH Damienne VictOire ...
7-Dr JOSSE Roger GErard .......ooeeeeeeeeveevesvosoron.
8—Dr GBAGUIDI Fernand wee.eeeeeeeeeeeeeoeeeeeo
9—Dr WOTTO Valentin eeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s

10- Mr ATOHOUN Guy .................

11-Dr EZIN EUEENE ..o veeeeeeereene

12— Dr OGOUYANDJOU Simplice......oceveeueerennnn...

13- Dr KPOVIESSI SAlOME ..o,

14- Dr DJEGO GAUENS weeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeoeeseesns

15- Mr AGBANI BENOTE «.eeeeeeeeeeeeeeeeee e

16- Dr MEDEGAN FAGLA Sédami Romarique...

[7]
Professeur Titulaire en Santé Publique, Epidémiologie (IRSP) ;
Maitre &s Sciences en Nutrition

Professeur Titulaire de Chimie Analytique 3 la Faculté des
Sciences et Techniques de 'UAC

Professeur Titulaire de Chimie Organique 3 la Faculté des
Sciences et Techniques de F'UAC

Professeur Titulaire de Chimie Physique 3 la Faculte des
Sciences et Techniques de 'UAC i :

Professeur Titulaire de Chimie Miné:ral,e’

Professeur Titulaire en Informathue al Insfltut de
Mathématiques et de Saences Phy5|ques de I"'UAC

Maftre de Conférences en Mathe(n{atic’gues

Professeur Ti,ttii[‘a_,_i,hre qﬁ“rc,hirpie Org“aniq ue a la Faculté des
Sciences et Technigdes de 'UAC

Professeur Titulaire en Ecologie/Botanique

‘._1“:"'.‘Ma]tre Asslstant de Physique a la Faculté des Sciences et
""’Technlques de F'UAC

Ma;tre,Assnstant en Chimie Organique.

1- Mr AHOGA Sourou -,
2 -Mr AHOUANSOU" Fredenc

3-Dr AHLONSOU Prosper et

4 - Mr A"NANI Yves
B I\Zl.rigASS(‘)‘:(;S‘BA Franck
6-Mr G:NI\M‘ASSCIJU T2 N
7 - Mme DjIVOH YOIANA . evve oo

8 - Dr HOUNGBEDJI GErmain weveeeeeeeeee oo

9 - Mr SOGBOSS! EMMANUEL ..o e

10 - Mr OLOUKA JEAN. vt et eeeeeeereeer e et

Soins infirmiers

. Secourisme

Législation Pharmaceutique

Techniques de kinésithérapie passive
Techniques de kinésithérapie active
Techniques de kinésithérapie respiratoire
Périnéologie

Analyse du mouvement, Biomatériaux et Thérapie Manuelle
Orthopédique

Anatomie palpatoire

Techniques de kinésithérapie en neurologie adulte

A



11 - Mme BABI JOSIANE.......ccorerreerire st rerssessseseeennas
12 - Mr ACAKPO AHred.....uce e e e
13- Mr KADI ChFiStOPNE..... .. oeoeeeeee e roeons
14 - Mr DJOSSOU A. K. Alffed.......coueeeeeeceeeeeeceseeessesssns
15 - Mr SOUMANOU Mohamed.........ccccovvrernne..
16 = MirABOU Adame i
17 -Professeur CAPO-CHICHI Callinice..........cooovverneeee..
18~ DI SANNI Amballow s

19 - Dr ALASSANI AdEDbayo.........covveeeeeveerereeeeeseereeeee

20 - Mime LOKOSSOU CelINe.ueveieeeeeeeeeeeer e
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Techniques de kinésithérapie en neurologie-pédiatrie

Nutrition

Anglais

Anglais

Technologie alimentaire
Technologie alimentaire

Biologie moléculaire

. Biologie moléculaire

Médecine interne/Nutrition

Nutrition

21 - Mme HOUNGBO HermanCe...... v eeeervevesevseresnnnn. Nutrition 7 -

22 - Mr ADOMAHOU DaVid...cververvrrsssmsrnnes Nutriion

23- Mme DOSSOU-SINTONDJ! REINE....c.crverrvnr” NUtHition
24- DI SOSSA CaFIES....cre e vmcsrirsssremniinene  NGErtiON
25 - MF HESSOU JOSEPN..orvrnmsrsrssrmioons Nutriion

‘Communication

26 - Mme MELOME Marie Constance........ ...

27 - MME COSSI REINE.c.vorve et oensienmseee . Méthodologie

28 - Dr MOROU Karlm Nutrition

29- Dr AZANDJEME Colette .. Nutrition

30-Mme Napporn Clansse Psychologie Sociale, (Maitre-assistant a la FLASH)

31- MrAIHOUMamere Finances Publiques

32 M ASSOGBAEIVIS vevevemeees e ses oo Psychologie générale, Psychologie du couple
33-Dr BOD_E-A Gilbert v, Méthodologie de la recherche, Sociologie de la famille

34 - Mr GBOSSOU Alphonse Economie

35 - Mr AVOCE ViagaNN0U........ccoevevrvvrerssvensnenensensness ECONOMIE
36- M EKPINSE EMlE..iiiiniie e e cevveeereeeresseesseeesesneneas Rédaction administrative

Economie Familiale, Economie Sociale

of

37 - Mime SAGBOHAN Mireille....cooveeeievrrerereseriens



38- Mr HOUEDIJISSIN BENOit.cu.veueereeeeerererrs oo

39 - Mme IDOSSOU b | L] T

40 - Mr TONI Mathias.............cce........
41- Dr AKOGBETO Judith.....

42- Mr COMAHOUE Franck ......ooeueeeeeeeeeeesvsoes oo,

43- Mme SESSOU Fidélia

44- Dr de SOUZA Pélagie Léchidia.......oemrueererresronn,
45 - MY SOSSOU JANVIET ....eecereeeecevseees e oo

46 - Mr HOUNTONDJI AIDErt coueeeeeeeeeeeeeeeeeee .

LAl g (01T hie) e B T ——————————

48- Mr ALADATIN PréVEIT w..oveveeeeeeeeeeees oo

49- DrIBIKUNLE Charles ....ueeeeeeeeseeees e eeseos oo

50 - Mme TCHIBOZO Pauline Inte_rVéht-ion - AT O,

51- Mr ATODJINOU CaNGide v e
52- Dr AKOCHAYE NiCOIas ......ovevorer el

53- Dr VISSOH Séraphin.............-.

54- Mr GBEHINTO Bruno ..
55- Mr NANSI Célestin ......

56- Mr AGBOGBE Nestor ...

[%]

Déviance et délinquance juvénile

Introduction & la politique sociale, politique de protection des
personnes agées, cadre théorique, service social de groupe

Politique de Ia jeunesse, Politique de protection sociale des
personnes handicapées

. Anglais

Politique de protection sociale de I'enfant, TD devcnr médico-
social (Méthodologie d’intervention) :

TD Devoir social (Méthodologie df;intervention:);g

Technique d’animation

Droit du travail

Service social communautaire

Droit Pé:ﬁ5=iil5Généra\I E océﬂure Pénal

Statistique
. “Dém ographie

.. Méthodologie de la Recherche

Gestion de projet

. Sécurité Sociale

RBC et Pédiatrie Sociale

. Comptabilité et Finance Publique

Professeur Josue Dejinnin Georges AVAKOUDJO




B ACTION DE GRACE

QUALITE NUCLEAIRE DES GAMETES CHEZ LES HOMMES INFERTILES DANS TROIS LABORATOIRES DE COTONOU EN 2023



Luc 10: 21
Pere, Seigneur du ciel et de la terre, je te dis merci. En effet, ce que tu as
caché aux sages et aux savants, tu I'as fait connaitre aux petits. Oui,

Pere, tu I’as bien voulu.

2 Corinthiens 3 : 5

Nous ne pensons pas que nous sommes capables de faire quelque chose
tout seuls, mais c’est Dieu qui nous a rendus capables de faire ce que
nous faisons.

QUALITE NUCLEAIRE DES GAMETES CHEZ LES HOMMES INFERTILES DANS TROIS LABORATOIRES DE COTONOU EN 2023 -



QUALITE NUCLEAIRE DES GAMETES CHEZ LES HOMMES INFERTILES DANS TROIS LABORATOIRES DE COTONOU EN 2023



Ucticn de grice

Je dédie cette ccuvre :

A mon Peére Isidore DEGBELO
Papa, tu as fait de moi ce que je suis et je te dois tout. Ce travail est
’occasion pour t’exprimer mon profond amour. Que Dieu nous garde et te

donne une longue vie.

A ma Mére Augustine CAPO-CHICHI épouse DEGBELO

Maman, aucun mot ne saurait exprimer ma profonde gratitude et ma sincere
reconnaissance envers la personne que tu es. Merci pour tes plats
réconfortants et les petites attentions quotidiennes. Que Dieu nous garde et

te donne une longue vie.

A mes fréres Elvis, Brunel, Manoély
En ainé protecteur, vous avez su me soutenir, m’aider et m’encourager. Je
ne vous remercierai jamais assez. Merci pour votre amour a mon égard.

Que Dieu nous garde toujours unis et qu’Il nous protege.

Recevez ma gratitude, J endre affection.

A ma belle-sceur Marie-Esther ROUFFET épouse DEGBELO
Merci pour ton amour et ton soutien.
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La reproduction humaine est un phénoméne complexe assurée et entretenue par
la fertilit¢ de ’homme et de la femme. Elle présente un intérét socioculturel et
religieux car dans la Bible par exemple, il est écrit « multipliez-vous et remplissez

la terre » (Genese 1 verset 28 /ancien testament) [1].

La fertilité est définie comme 1’aptitude a obtenir une grossesse [2]. Elle présente
un intérét socioculturel surtout en milieu africain. En effet ’homme s’unit a une
femme pour entre autres donner naissance a des enfants. Ceci constitue un objectif
primordial en Afrique ou, la forte nuptialité est connue depuis la nuit des temps,

comme un facteur d’aisance sociale [3].

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), I’infertilité est I’absence de
grossesse dans un couple aprés au moins douze mois de rapports sexuels
fréquents, complets et réguliers sans contraception [4]. Elle touche 186 millions
de personnes dans le monde [5]. On estime que 8% a 15% des couples sont
infertiles et que les causes sont d’origine masculine dans 30% des cas, féminine
dans 30% des cas, mixtes dans 30% et idiopathiques dans 10% des cas dans le
monde [6]. La responsabilité masculine devant une infertilité du couple est de
mieux en mieux connue de nos jours. En effet, des perturbations du
spermogramme définies par un déficit quantitatif, de mobilité, de morphologie ou

du nombre de spermatozoides peuvent étre observées chez I’homme [7].

En Afrique, les taux d’infertilité sont les plus élevés du monde, entre 15% et 30%
des couples seraient touchés [8]. En Afrique sub-saharienne, la prévalence de
I’infertilité est comprise entre 12,7% et 16,9% [9].

Au Bénin, ce phénomene affecte plusieurs couples. Godjo [10] et Ahopkossi [11]
a Cotonou respectivement en 1994 et en 2003 ont montré que I’infertilité
constituait 13,26 % et 17,34% des motifs de consultations en milieu hospitalier
au Centre National Hospitalier et Universitaire Hubert Koutoukou Maga (CNHU-
HKM).
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Chez 1homme, Dinfertilit¢ est le plus souvent causée par des problemes
d’excrétion du liquide séminal, I’absence ou le faible niveau de spermatozoides,
ou encore une anomalie au niveau de la forme et de la mobilité des spermatozoides
[12]. Elle peut étre aussi causée par une obstruction de 1’appareil reproducteur
causant des dysfonctionnements de I’excrétion du liquide séminal, par des
troubles hormonaux, par une incapacité des testicules a produire des
spermatozoides ou par une anomalie de la fonction des spermatozoides et/ou de

leur qualité [13].

Parmi les examens biologiques conventionnels d’exploration de I’infertilité
masculine, le spermogramme/spermocytogramme est I’examen de premiére
intention [14]. D’autres examens peuvent étre réalisés. Ce sont : la spermoculture,
la biochimie séminale, les tests de condensation et de fragmentation de 1’acide
désoxyrubonucléique (ADN) spermatique. Le spermogramme explore les
differentes étapes de la production et du transport des spermatozoides ainsi que la
production des glandes annexes. Il n’explore pas la qualité fonctionnelle des
gametes. L’intégrité de la chromatine des spermatozoides a été reconnue comme
un facteur important de la fertilitt masculine [15]. Des anomalies de la
condensation de la chromatine peuvent entrainer des altérations de 'ADN du type

dénaturation ou fragmentation.

La qualité de la chromatine des spermatozoides peut étre etudiee par diverses
techniques : coloration au bleu daniline, a la chromomycine A3, a l'acridine
orange en conditions dénaturantes, mais aussi par des tests de décondensation de
la chromatine ou l'analyse électrophorétique des nucléoprotéines basiques des
spermatozoides [16]. Au Bénin, aucune étude n’a encore été réalisée sur la qualité
de I’ADN spermatique chez I’homme infertile. Cela nous a motivé a étudier la
qualit¢ nucléaire du spermatozoide chez I’homme infertile a Cotonou. Les

objectifs de cette étude sont les suivants :

QUALITE NUCLEAIRE DES GAMETES CHEZ LES HOMMES INFERTILES DANS TROIS LABORATOIRES DE COTONOU EN 2023 -



Intrwoduction

Objectif général :
Etudier la qualité de I’ ADN spermatique chez les hommes infertiles dans

trois laboratoires de Cotonou en 2023.

Objectifs spécifiques :

e Décrire les caractéristiques sociodémographiques des hommes infertiles ;

e Déterminer les anomalies du spermogramme chez les hommes infertiles ;

e Déterminer le niveau de décondensation et le taux de fragmentation de
I’ ADN spermatique chez les hommes infertiles ;

e Etablir une relation entre les paramétres spermatiques et la qualité nucléaire
des spermatozoides d’une part ; puis entre la décondensation et la
fragmentation de I’ADN spermatique chez les hommes infertiles d’autre

part.
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I 1. GENERALITES
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1.1. Définitions de concepts

L’infertilité est I’absence de grossesse dans un couple aprés au moins douze mois
de rapports sexuels fréquents, complets et réguliers sans contraception (OMS) [4].
L’infertilité masculine est linfertilit¢ causée par des facteurs masculins
englobant des parametres ou une fonction spermatique anormaux ; des anomalies
anatomiques et des conditions sexuelles incompatibles avec la capacité de déposer
du sperme dans le vagin [17].

Elle est dite primaire lorsque I’homme n’a jamais fécondé une femme ; féconder
signifie que la conception a eu lieu, indépendamment de I’évolution de la
grossesse [18].

Elle est secondaire lorsqu’un homme a déa fécondé une femme,
indépendamment du fait qu’elle soit la partenaire actuelle, et indépendamment de
I’évolution de la grossesse [18].

La fertilité est définie comme I’aptitude a obtenir une grossesse [2].
L’hypofertilité est la difficulté a concevoir, se traduisant par ’allongement du
delai de conception [2].

La fecondité est la capacité de reproduction réalisée [2].

L’infécondité traduit ’absence d’enfant au sein d’un couple a un moment donné
[2].

La stérilité est I’incapacité totale a se reproduire. C’est un état permanent et
irréversible de I’ infertilité [19].

La chromatine (du grec chroma, couleur) est une masse de matiére qui apparait
colorée au microscope photonique ou électronique et qui correspond a
I'enchevétrement des chromosomes situés dans le noyau des cellules eucaryotes.
La chromatine est composée d'’ADN et de protéines, les histones. Lors de la
période du cycle cellulaire ou la cellule ne se divise pas (interphase), les
chromosomes ne peuvent pas étre distingués individuellement et se trouvent dans

la chromatine [20].
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g
1.2. Appareil génital masculin
L’appareil génital masculin comprend :
e Les testicules ;
e Les voies spermatiques ;
e Les glandes annexes que sont la prostate, les vésicules séminales et les
glandes bulbo-urétérales ;
e Lesorganes génitaux externes que sont la verge et le scrotum
Haut
L Postérieur
Vessie
& Vésicule
Os pubien . \ ' > séminale
Canal déférent o \‘\) f. wf.-"':‘ ; ?anal
‘ 7/ — '. / ./‘5(, éjaculateur
Uretre / A Prostate
Tissu = | \)
érectile P Rectum
Pénis il L g Epididyme
j : "
w, ‘ “ Scrotum
| Testicule

Figure 1: coupe sagittale du bassin masculin normal [20]
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1.2.1. Les testicules [21]

Les testicules sont des structures de forme ovale, dont la longueur moyenne est
comprise entre 4 et 7 cm et dont le volume moyen est compris entre 20 millilitres
et 25 millilitres (2 a 3 petites cuilléres a café). En général, le testicule gauche est
situé légérement plus bas que le droit.

Les testicules ont deux fonctions principales : produire les spermatozoides (qui
transportent les genes de ’homme) et sécréter la testostérone (la principale

hormone sexuelle masculine).

Coiffe épididymaire
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Figure 2: coupe sagittale du testicule humain [20]
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Le tube séminifere constitue I’unité fonctionnelle du testicule. Il est limité par une
gaine tubulaire mince formée de la lame ou membrane basale, de fibroblastes. A
noter que certains contiennent des filaments contractiles et constituent les cellules
myoides ou myofibroblastes et de fibres de collagene. La gaine tubulaire est
appelée membrane propre du tube séminifere ou membrana propria. Entre les
tubes, un tissu conjonctif lache contient des cellules endocrines isolées ou en petits
Tlots situes a proximité des capillaires : ces cellules endocrines ou cellules de
Leydig sécretent essentiellement de la testostérone (et de la dihydrotestostérone) ;
elles constituent la glande interstitielle du testicule. La paroi du tube séminifere
est formée des cellules de Sertoli et des cellules germinales. Les cellules
germinales sont successivement, de la périphérie vers la lumiére du tube
seminifere, les spermatogonies (Sp), les spermatocytes de premier ordre ou
spermatocytes I (SP 1), les spermatocytes de deuxieme ordre ou spermatocytes Il

(SP 11), les spermatides et les spermatozoides [22].
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Figure 3: organisation d'un tube séminiféere [22,23]
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1.2.2. Les voies spermatiques

1.2.2.1. Les voies spermatiques intra testiculaires

e Tubes droits
Ce sont les canaux excréteurs des lobules du testicule. Les tubes d'un méme lobule
se réunissent en un seul conduit collecteur, court, étroit et rectiligne, situé a

I'extrémité supérieure du lobule : le tube droit [23].

e Rete testis
C’est des canalicules formant un réseau anastomosé dans la partie inférieure du

corps d’Highmore [23].

1.2.2.2. Les voies spermatiques extra testiculaires

e Canaux efférents
Ce sont de fins canaux qui unissent le rete testis au canal de I'épididyme. Ils ont
une forme conique, au nombre de 9 a 12, mesurent un diametre d'environ 0,6 mm
et une longueur de 6 a 10 cm, enroulés en spirale [23].

e Le canal epididymaire
Il est contenu dans I'épididyme, organe encapsulé de 5 cm de long sur 1 cm de
large, en forme de virgule, accolé a la face postérieure du testicule ; I'épididyme
comprend une téte dans laquelle pénétrent les canaux efférents, un corps et une
queue d'ou émerge le canal déférent [22]. L’épididyme est un canal unique
microscopique enroulé mesurant prés de 6 m de long au total. Il permet aux
spermatozoides d’acquérir la capacité a se déplacer dans le systéme reproducteur
féminin et a fertiliser un ovule [24]. L'épididyme est un organe solidaire du bord
postérieur du testicule, par son conduit, constitue le debut des conduits
spermatiques qui stockent et vehiculent les spermatozoides. Son role est
essentiellement le stockage des spermatozoides nouvellement formés [23]. Il a
une forme de grosse virgule et présente trois segments : la téte qui repose sur le

pole supérieur du testicule ; le corps qui s’étale sur le bord postérieur du testicule
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et la queue qui se continue par le canal déférent. La structure de I’épididyme est
faite de I’albuginé épididymaire et du conduit épididymaire [23].

e Le canal déférent
Il fait suite au canal épididymaire et assure le transit des spermatozoides jusqu'a
I'uréetre, via le canal éjaculateur [22]. Le canal déférent est un tube qui transporte
les spermatozoides. Un canal déférent part de chacun des épididymes, gagne la
partie postérieure de la prostate et rejoint une des deux vésicules séminales. Dans
le scrotum, d’autres structures, comme les fibres musculaires, les vaisseaux
sanguins et les nerfs, suivent également les deux canaux déferents et forment
ensemble une architecture entrelacée, appelée cordon spermatique [24]. Le canal
déférent fait suite au conduit épididymaire, au niveau de la queue de I'épididyme
et se termine dans la prostate, en s'anastomosant avec le conduit de la glande
séminale pour former le canal éjaculateur [23].

e Le canal ejaculateur
Le canal ¢jaculateur nait de la fusion de I'ampoule du canal déférent et du conduit
de la vésicule séminale. Sa longueur est d'environ 25 mm, son calibre d'environ
25 mm a son origine décroit pour atteindre 0,5 mm a sa terminaison. Il descend
obliguement, en avant et médialement a travers la prostate, il se termine dans
I'uretre prostatique au niveau du colliculus séminal de chaque c6té de I' utricule
prostatique [23].

e L’uretre
L'urétre prend naissance a la partie inférieure de la vessie et s'ouvre a I'extrémite
du pénis par le méat urogénital ; il mesure entre 20 et 25 cm et comprend trois
segments : l'uretre prostatique, l'urétre membraneux appelé aussi urétre périneal,
et I'urétre spongieux ou uretre pénien. L'urétre assure I'évacuation de I'urine lors

de la miction et véhicule le sperme lors de I'é¢jaculation [22].
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1.2.3.Les glandes annexes [25]

e Les vésicules séminales
Les vésicules séminales sont des glandes paires de 5 a 7 cm de long, reposant sur
la paroi postérieure de la vessie. Leurs secrétions qui comptent pour environ 70
% du volume du sperme qui est un liquide alcalin riche en fructose et en
prostaglandines. Le canal de chaque vésicule séminale rejoint celui du conduit
deférent du méme coté pour former le conduit éjaculateur.

e La prostate
La prostate est une glande unique qui entoure la partie de 1’urétre qui est située
directement sous la vessie. Sa sécrétion acide forme jusqu’a 15 % du volume du
sperme et joue un role dans I’activation des spermatozoides.

e Les glandes bulbo-urétrales (ou glandes de Cowper)
Les glandes bulbo-urétrales sont au nombre de deux et sont placées de chaque
coteé et au-dessus du bulbe spongieux. Elles produisent un épais mucus translucide
libéré avant I’éjaculation et qui permet de neutraliser 1’acidité des traces d’urine

encore présentes dans 1’urétre.

1.2.4. Les organes génitaux externes [21]

e Laverge ou le pénis
Le pénis est I’organe de la copulation chez ’homme, mais aussi I’organe terminal
de la miction. Il comprend deux parties distinctes du point de vue topographique
et fonctionnel : la racine, cachée dans le périnée et fixe et le corps, visible et
mobile. 11 est constitué de deux corps caverneux et d’un corps spongieux.

e Lescrotum
Il constitue I’enveloppe cutanée des testicules et des épididymes. Appendu au
périnée uro-génital, il est divisé en deux loges testiculaires par le septum scrotal.
Il soutient les testicules et participe a la régulation de leur environnement
thermique. De la profondeur en superficie, les enveloppes des testicules sont

constituées de : la tunique vaginale, le fascia spermatique interne, le muscle
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crémaster, le fascia spermatique externe, la tunique celluleuse sous-cutanée, le

dartos (muscle peaucier), la peau.
1.3. Rappel physiologique

1.3.1. Spermatogenése [26]
La spermatogenese a lieu constamment depuis la puberté jusqu’a la mort. Les
gametes sont produits en ondes synchrones, en chaque région de I’épithélium
germinatif bien que ce ne soit pas le cas dans tous les tubes séminiferes. Chez
beaucoup de mammiferes différents le clone de spermatogonies dérive de chaque
cellule souche colonise un endroit précis du tube séminifere et subit une
spermatogenese synchrone. Environ 4 ondes simultanées de cellules en voie de
différenciation peuvent étre observées chez ’homme a tout moment en un endroit
donné du tube seminifére. Au lieu de se séparer complétement les cellules filles-
meres nées de chaque division restent unies par de fins prolongements
cytoplasmiques susceptibles de laisser passer certaines molécules.
Elle se déroule en 4 phases :
e Phase de multiplication

Elle débute dés la vie foetale, devient active a la puberté et se poursuit jusqu’a la
sénescence. Les spermatogonies (cellules a 2n chromosomes) subissent des
mitoses aboutissant a une augmentation du nombre de cellules souches et assurant
ainsi le renouvellement de stock. Il existe deux types de spermatogonies :

o les spermatogonies de type A qui sont des spermatogonies souches de

réserve
o les spermatogonies de type B qui sont destinées a subir la différenciation
en spermatozoides.
e Phase d’accroissement

Elle débute a la puberté. Les spermatogonies de type B donnent naissance a des

spermatocytes | (cellules a 2n chromosomes) par augmentation de volume. Les
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spermatocytes restent relier par des ponts cytoplasmiques. On n’observe pas de
division a cette phase.

e Phase de maturation et de méiose
Elle comprend :

o une division réductionnelle au cours de laquelle les spermatocytes |
donnent naissance a des spermatocytes Il (cellule a n chromosome) ;

o et une division équationnelle au cours de laquelle les spermatocytes Il
donnent naissance a des spermatides (cellules a n chromosomes) qui
restent relier partiellement par des ponts cytoplasmiques.

e Phase de différenciation ou spermiogenese
C’est la transformation des spermatides en spermatozoides. Elle comprend :

o I’élimination d’une grande partie du cytoplasme : I’exces de cytoplasme
est mis de c6té sous forme de corps residuels qui sont phagocytés par les
cellules de Sertoli ;

o la formation du flagelle : le flagelle se développe a partir du centriole
distal. Il est constitué d'un axoneme (appelé piéce intermediaire) ;

o la formation de la piéce intermédiaire : les mitochondries forment une
gaine hélicoidale autour du segment proximal du flagelle ;

o la formation de I’acrosome : I’appareil de Golgi s’organise pour former
I’acrosome correspondant a la synthése progressive et au stockage
d'enzymes hydrolytiques nécessaires a la fécondation dans le sac
acrosomial ;

o la condensation du noyau : elle se fait grace a des protéines spécialisées.
Les histones (HI, H2A, H2B et H4) sont remplacées par des protamines
riches en arginine et en lysine. Ce remplacement stabilise et protége
I'ADN spermatique. Le noyau devient de plus en plus petit et adopte sa

forme typique aplatie.
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e Phase de maturation fonctionnelle ou capacitation
C’est un ensemble de modifications subies par le spermatozoide €jaculé pour
acqueérir la capacité de féconder. Elle se déroule lors du transport depuis les tubes
séminiferes jusqu’aux trompes utérines.
Chaque cycle de spermatogenese dure environ 64 a 72 jours répartis comme sulit :
o la phase de multiplication : 16 jours environ
o la premiére division méiotique : 8 jours environ
o la seconde division méiotique : 16 jours environ

o la spermiogenese : 24 jours environ

Spermatogonia A Mitosis
16 days

Spermatogonia B @
e=®
E=e==®

Spermatocyte | ‘ - % Meiosis |
M
Spermatocyte I O 8 —_ Meiosis I

some hours

[ S N W W N o
Spermatid ./ﬂ./_\,/_\./—\?/_\

O 0,0,0,/

Sperm J /

M

Figure 4: étapes de la spermatogenése [62]

Spermiogenesis
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Figure 5: étapes de la spermiogenése [28]

1.3.2. Le spermatozoide normal [27]

Le spermatozoide est une cellule mobile, mesurant environ 60 um de long. En

microscopie optique, on lui distingue deux parties : la téte et la queue, reliées entre

elles par une piéce de connexion.

La téte mesure 4 a 5 um de long et 3 a 3,5 pum d'épaisseur. Elle est formee
du noyau a chromatine trés dense recouvert par l'acrosome. L’acrosome
recouvre la moitié antérieure du noyau et contient les enzymes
hydrolytiques  (protéases, phosphatase acide, hyaluronidase et
neuraminidase, entre autres). Les enzymes acrosomiales sont libérées lors
de la fécondation pour faciliter la pénétration du spermatozoide dans la
corona radiata et la zone pellucide entourant I'ovule.

La piece de connexion mesure environ 1 um de longueur et de largeur.

C’est un segment étroit contenant une paire de centrioles. Le centriole distal
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donne naissance a l'axoneme, le constituant central de la queue du
spermatozoide.
e La queue mesure environ 40 a 50 pm et est subdivisée en trois segments:

la piece intermédiaire, la piéce principale et la piéce terminale.

< Centriole proximal

Centriole distal

Hélice
mitochondriale —m=

Figure 6: spermatozoide normal [23]

1.3.3. Fonction de la reproduction chez I’homme

Le noyau arqué de I’hypothalamus sécréte de maniere pulsatile toutes les 90
minutes, la Gonadotrophin Releasing Hormone (GnRH), transportée vers
I’antéhypophyse qui sécrete les glycoprotéines que sont la luteinizing hormone
(LH) et Ia follicle stimulating hormone (FSH). La LH agit sur les cellules de
Leydig pour stimuler la production de la testosterone. La FSH agit conjointement

avec la testostérone intra testiculaire au niveau des cellules de Sertoli et stimule

o 17
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la spermatogenése. Leur action est essentielle a la fonction de reproduction chez

I’homme comme la femme [28].

HYPOTHALAMUS

cellules a FSH et LH

HYPOPHYSE
ANTERIEURE
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tube EEEENEE cellules

séminifére interstitielles Trooeeoeees | VAISSEAUX
(cellules de (ou cellules sanguins
Sertoli) de Leydiqg) -

Figure 7: régulation physiologique de I'axe gonadotrope masculin [30]

1.4. Infertilité masculine

14.1. Epidémiologie

Dans le monde, on estime que I’infertilité¢ est d’origine masculine dans 30% des

cas [6]. La responsabilité masculine devant une infertilité du couple est de mieux

en mieux connue de nos jours [7].
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1.4.2. Causes
Les infertilités masculines peuvent étre expliquées par 3 principaux mécanismes
dont la fréquence est inégale :

e L’hypogonadisme hypo gonadotrope severe qui empéche ou interrompt
I’activation testiculaire nécessaire a la production des spermatozoides :
cause pré-testiculaire

e Des maladies primitivement testiculaires altérant le deroulement de la
spermatogenese : cause testiculaire

e Des affections ou 1ésions empéchant 1’évacuation des spermatozoides en
dehors du testicule : cause post-testiculaire ou par obstacle.

e A cOté de ces principaux mécanismes, il reste des infertilités masculines
dites « idiopathiques » ou I’étiologie est difficile a identifier avec les outils
diagnostiques actuels mais qui relévent possiblement d’un des mécanismes

ci-dessus.

1.4.2.1. Etiologies preé-testiculaires [29]
Ce sont des troubles endocriniens qui touchent 1’axe hypothalamo-hypophyso-

testiculaire. Il s’agit de I’hypogonadisme primaire et/ou secondaire.

1.4.2.2. Etiologies testiculaires [29,30]

Elles sont les plus fréquentes. L’anomalie concerne le testicule et se caractérise
par une diminution voire une absence totale de la production de spermatozoides.
L’origine testiculaire de I’infertilit¢ peut étre en rapport avec des anomalies
génetiques. Ainsi des mutations ou des délections de certains genes peuvent étre
responsable d’une altération de la spermatogeneése.

Certaines anomalies chromosomiques touchent les gonosomes (chromosome X
ou Y) ou les autosomes. Le syndrome de Klinefelter constitue une cause majeure
d’infertilit¢ masculine puisque trouvé chez prées de 15% des hommes

azoospermiques. I1 s’agit d’une anomalie chromosomique de nombre caractérisée
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par la présence d’un chromosome X supplémentaire dans un caryotype masculin
(garniture chromosomique 46, XY).

Outre les causes génétiques et chromosomiques, la spermatogenese peut
¢galement étre altérée a cause d’une cryptorchidie (absence de descente d’un ou
des deux testicules dans le scrotum). Le ou les testicules en position
intraabdominale sont en effet altérés par une condition thermique défavorable.
La varicocele peut également avoir un impact négatif sur la spermatogenese. 1l
s’agit d’une dilatation des veines du cordon spermatique. Cette dilatation
provoque un ralentissement de la circulation sanguine de retour. Cette anomalie
est retrouvée frequemment dans la population générale (15 a 20 %) et chez
environ 40 % des hommes infertiles.

La spermatogenese peut également étre altérée par des atteintes testiculaires
bactériennes ou virales (orchite ourlienne), des traumatismes, une torsion
testiculaire, certaines pathologies (diabéete, hémochromatose), une exposition a
des facteurs physiques (radiations ionisantes, chaleur) ou chimiques (metaux
lourds, herbicides, pesticides etc...).

Des causes iatrogénes (chimiothérapies anticancéreuses, steroides anabolisants,
médicaments hyperprolactinémiants, cimétidine, anticonvulsivants, la chirurgie)

et toxicologiques (alcool, tabac, cocaine) ont été aussi rapportées.

1.4.2.3. Etiologies post-testiculaires [29]

Les etiologies post-testiculaires sont des anomalies qui s’opposent a I’évacuation
normale du sperme. Elles peuvent étre anatomiques (hypospadias, agénésie
congénitale bilatérale des canaux déférents souvent associées a des mutations
CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)), infectieuses
(infections sexuellement transmissibles comme la gonorrhée) ou iatrogéne (les
séquelles chirurgicales suite a une cure herniaire). Il peut s’agir é¢galement d’une

anomalie de I’¢jaculation (éjaculation rétrograde).
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1.4.3. Exploration de la fonction de reproduction masculine

L’exploration biologique de la fertilité masculine est basée sur I’é¢tude du sperme;
elle permet d’apprécier ’ensemble des éveénements qui se sont produits dans
I’appareil génital masculin depuis le démarrage de la spermatogénese jusqu’a

I’éjaculation [31].

1.4.3.1. Bilan biologique
e Lespermogramme
Le spermogramme est un examen médical, qui explore les différentes étapes de
production et de transport des spermatozoides ainsi que la production des glandes
annexes [29]. Il s’agit de ’examen de premiére intention pour évaluer 1’ infertilité
masculine.
Il est réalisé au mieux dans un laboratoire ayant I’agrément en biologie de la
reproduction. Le recueil se fait par masturbation ou par coit interrompu au
laboratoire, aprées trois a cinq jours d’abstinence sexuelle. Dans le cas ou il est
réalisé hors du laboratoire, le prélevement doit &tre acheminé au plus tard 25
minutes apres. L’examen comporte deux phases : I’examen macroscopique et
I’examen microscopique.
e Examen macroscopique :
Avant de commencer I’analyse du sperme, une période de temps doit étre
accordée pour la liquéfaction. La durée normale de liquéfaction est de 30 minutes
[29].
o Viscosité
La viscosité est évaluée semi-quantitativement en observant la maniere
dont le sperme s’écoule a I’extrémité de la pipette. Elle est normale si
les gouttes sont séparées, augmentée si les gouttes sont non séparées
(filament plus ou moins long) et forte si I’éjaculat ne peut étre préleve et

reste en bloc [32].
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o Volume
Le volume de I’¢jaculat est mesuré a 1’aide d’une pipette ou d’un
cylindre gradué [29]. Le volume renseigne sur le fonctionnement du
systeme glandulaire. Un faible volume inférieur a 1,5 ml (hypospermie)
peut traduire un hypogonadisme, une testostérone plasmatique basse ou
une agénésie vesiculaire. Par contre un volume élevé supérieur a 6 ml
(hyperspermie) peut traduire une infection des glandes [33].
o pH
Il reflete 1’équilibre entre les sécrétions acides prostatiques et celles
basiques des vésicules séminales. Le pH est mesuré a I’aide de papier
pH apres la liquéfaction [29].
e Analyse microscopique :
o Mobilité
Il existe quatre catégories de spermatozoides :
= Categorie « a »: progressif et rapide avec une trajectoire rectiligne,
mouvement dit fléchant, supérieur a 25um/s a 37°C ou supérieur a
20um/s a 20°C (25um correspond a peu pres a cing longueurs de
téte ou a la moitié de la longueur du flagelle) ;
= Categorie « b »: progressif et lent avec trajectoire non rectiligne
(sinueuses) mais faible vitesse ;
= Catégorie « ¢ »: mobile et non progressif avec déplacement de
moins de deux longueurs de téte en une seconde ou, aucun
déplacement avec des oscillations de la téte sur place et/ou de simples
mouvements flagellaires ;
= Catégorie « d » : immobile, aucun déplacement, téte et flagelle
immobiles [32].
o Lavitalité :
Elle est évaluée grace au test a I’éosine, c’est une coloration qui est basée

sur le principe de la perméabilit¢ membranaire des cellules mortes a
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I’¢osine. Elle se fait par un décompte de 100 spermatozoides, le
pourcentage de spermatozoides vivants. Ceux qui ne sont pas colorés en
rouge ont une membrane plasmique qui n’est pas 1ésée, ¢’est-a-dire qu’ils
sont vivants, tandis que ceux qui sont colorés en rouge ont une membrane
lésée permettant a 1I’éosine de pénétrer a ’intérieur de la cellule, ¢’est-a-
dire qu’ils sont morts [17]. On parlera de nécrospermie si le taux de
spermatozoides vivants est inférieur a 58 % [33].

o Numération des spermatozoides
Cette étape permet de déterminer la concentration de spermatozoides
dans I’¢jaculat a analyser. Une dilution du sperme est réalisée dans une
solution immobilisante (formol 1 %). L’appréciation de la numération se
fait a l’aide d’un hémocytomeétre (la cellule de Malassez). La
concentration est déterminée sous microscope optique au grossissement
(40 x) [29].

o Concentration des cellules rondes [29] :
Les cellules rondes présentes dans le sperme correspondent soit a des
spermatozoides immatures ou des leucocytes. Un ¢jaculat devrait
normalement en contenir moins de 1 million par ml. Lorsque la valeur
est supérieure ou egale a 1 million par ml, il est important de déterminer
la part des leucocytes.

o Appréciation de I’agglutination [32] :
L’agglutination des spermatozoides est définie par 1’attachement de
spermatozoides mobiles entre eux par la téte, par la piece intermédiaire,
ou par le flagelle ou de maniére mixte. L’agglutination doit étre évaluée
sur au moins 10 champs pris au hasard. La présence d’agglutinats incite
a faire des tests immunologiques.
Les normes d’interprétation et les anomalies spermatiques de cet examen

selon I’OMS, sont reprises dans le tableau suivant.

QUALITE NUCLEAIRE DES GAMETES CHEZ LES HOMMES INFERTILES DANS TROIS LABORATOIRES DE COTONOU EN 2023 n



Y4

Tableau I: Spermogramme et anomalies selon I'OMS.

Parametres Valeurs normales Valeurs Pathologies
anormales

volume de I'¢jaculat 1,5-6ml 0O ml aspermie

<1,5ml hypospermie

> 6 ml hyperspermie
pH 72-8 <7,2 Acide
> 8 Basique

numeration > 15 millions/ml < 15millions/ml oligozoospermie

des spermatozoides

mobilité a la premiére
heure

vitalité

formes typiques
leucocytes
cellules rondes
agglutinats

autres

>40 %

>58 %

> 4%

<1 000 000/ml

< 1 millions/ml

Absence

> 200 millions/ml

<40 %

<58 %
<4%

>1 000 000/ ml

présence de pus

présence de sang

polyzoospermie

asthénozoospermie

nécrozoospermie
tératozoospermie

leucospermie

pyospermie

hémospermie
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e Spermocytogramme [32].
Le spermocytogramme est une appellation usuelle pour I'analyse morphologique
des spermatozoides humains, comprenant I'évaluation du pourcentage de
spermatozoides morphologiquement normaux et la détermination de la fréquence
des diverses anomalies morphologiques. Il représente une étape indispensable de
I'analyse du sperme humain. La morphologie des spermatozoides est appréciée par
la classification KRUGER apres coloration au Papanicolaou.
La classification de KRUGER recense en dehors des spermatozoides
morphologiquement normaux : sept anomalies de la téte (tétes allongées,
amincies, microcéphales, macrocéphales, multiples, anomalies de la région
acrosomique, anomalies de la base), trois anomalies de la piece intermédiaire
(reste cytoplasmique, piéce intermediaire gréle, piéce intermédiaire angulee) et
cing anomalies de la piece principale (absente, écourtee, de calibre irrégulier,
enroulée et multiple).

e Spermoculture avec antibiogramme
Elle fait partie intégrante du bilan de premiére intention. La culture est positive si
la concentration en germes est significative (supérieur a 10 000/ml) [34].

e Explorations immunologiques
Ce sont des analyses qui permettent la recherche d’anticorps anti-spermatozoides
dans le sperme.

e Biochimie séminale
Elle est réalisée sur le liquide seminal qui constitue la fraction liquidienne du
sperme. Elle sera plus indiquée en cas d’oligozoospermie ou d’azoospermie. La
recherche de ces marqueurs biochimiques permet de préciser la nature sécretoire
ou excrétoire de I’azoospermie. La L-carnitine et 1’alpha glucosidase sont deux
marqueurs caractéristiques de 1’épididyme, le fructose celui des vésicules

séminales et I’acide citrique et les phosphatases acide pour la prostate [35].
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e Analyse d’urine post-éjaculaculoire
Son principal objectif est de rechercher les spermatozoides dans les urines. La
présence de gametes dans les urines fait évoquer le diagnostic d’éjaculation

rétrograde [35].

1.4.3.2. Bilan hormonal [36,37].
e Dosage sérique de la testostérone
Le dosage de la testostérone circulante est un parameétre majeur de 1I’exploration
de la fonction gonadique.
e Dosage sérique de la Follicule Stimulating Hormone (FSH)
Le dosage sérique de I'normone de stimulation folliculaire (FSH) permet de faire

la distinction entre hypogonadisme, hyper-, hypo- ou normogonadotrope.

1.4.3.3. Bilan d’imagerie [38]

e L’échographie transrectale
Elle visualise les anomalies des voies séminales profondes. Elle est indiquée chez
les patients azoospermiques chez qui on suspecte une cause excrétoire.

e L’échographie doppler du contenu scrotal
Elle est réalisée a la recherche de la vascularisation du testicule et de la dilatation
des plexus veineux intra-scrotaux. Elle mesure la taille des testicules et identifie

les anomalies intra-parenchymateuses.

1.4.3.4. Bilan génétique [3]

e Caryotype
Il est réalisé a la recherche des anomalies de structure et/ou de nombre des
chromosomes

e Etude des genes du chromosome Y
Elle est réalisée a la recherche des mutations des genes du chromosome Y,
notamment le gene AZF, CFTR.
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1.4.3.5. Biopsie testiculaire [39]

Elle permet la recherche d’une anomalie au niveau des tissus notamment des tubes
séminiferes. Elle est indiquée dans les azoospermies avec volume testiculaire
normal et dosages hormonaux normaux. En présence d’une infection épididymo-
testiculaire, la biopsie est contre-indiquée. Mais cette biopsie est en voie de
disparition pour le diagnostic, et l’on préfere désormais les biopsies

thérapeutiques a la recherche de gametes pour une féecondation in vitro (FIV).

1.3.4. Fragmentation de ’ADN spermatique

e Origine de la fragmentation [29]
La chromatine des gametes est susceptible d’étre altérée, au cours de la
spermatogenese. Habituellement, le taux de fragmentation est faible dans la
plupart des spermatozoides (25%).
Apres fécondation, I’ovocyte peut contribuer a réparer ces coupures anormales,
sous réserve qu’elles se trouvent dans une proportion raisonnable. Il peut arriver
que les brins de I’ADN spermatique se coupent de maniére excessive se traduisant
par une augmentation du taux de fragmentation.
Trois théories principales sont proposées pour tenter d’expliquer ces dommages.
Une premiére hypothése concerne le défaut de compaction de ’ADN des
spermatozoides matures. En regle genérale, plus des deux tiers de la chromatine
des spermatozoides est tres compactée grace aux protamines. La compaction
chromatinienne des spermatozoides requiert des endonucléases qui aident au
remplacement des histones par des protamines en générant des cassures dans
I’ADN.
La deuxiéme théorie susceptible d’expliquer la présence de dommages dans
I’ADN des spermatozoides é€jaculés concerne la production de substances
réactives de I’oxygene (SRO). Les SRO jouent un réle physiologique tres
important dans la différenciation et les fonctions des spermatozoides. Ils sont

nécessaires pour que les spermatozoides acquierent une maturation fonctionnelle.

o 27
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I1 est prouvé que 1’02 (oxygene), le H202 (peroxyde d’hydrogéne) et le monoxyde
d’azote (NO) sont trois SRO qui ont un réle dans I’activation des spermatozoides.
La quantité de SRO générées est controlée par des antioxydants présents dans le
liguide seminal des hommes fertiles. Un déséquilibre entre les SRO et les
antioxydants en faveur des SRO provoquent un stress oxydatif ; qui sera
responsable de la fragmentation.
La troisiéme hypothese concernerait le défaut du phénomene d’apoptose au
cours de la spermatogenése. L’apoptose intervient dans le maintien du nombre
de cellules germinales par rapport au nombre de cellules de Sertoli. L.’apoptose
pourrait permettre 1’élimination des spermatozoides éjaculés anormaux et
potentiellement néfastes. Parfois, les mitochondries sont également impliquées
car elles libérent des facteurs pro apoptotiques qui activent la caspase 3,
conduisant a la fragmentation de I’ADN. La présence dans un éjaculat de
spermatozoides montrant des traits apoptotiques ainsi qu’une fragmentation de
I’ ADN sugggrerait qu un processus d’apoptose a été déclenché, mais que celui-Ci
n’a pu aller jusqu’a son but ultime.

e Causes de la fragmentation [29]
Les causes sont variées et peuvent étre intrinseques ou extrinseques.
Les facteurs intrinséques incluent :

o Une sélection non efficace c’est-a-dire qu’aprés la production, les
spermatozoides qui souffrent d’altérations de type génétique se
traduisent par des ruptures de I’ADN. Ces spermatozoides endommagés
sont généralement sélectionnés et éliminés, mais si le mécanisme de
sélection est altére, des spermatozoides avec ADN fragmenté
apparaissent dans I'¢jaculat.

o Une maturation incorrecte : les spermatozoides passent par un
processus de maturation dans I'épididyme qui est connu comme
maturation épididymaire. Ce processus de maturation implique la

condensation de la chromatine nucléaire et lI'acquisition de la mobilité
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spermatique. Si ce processus n'est pas fait correctement, des lésions de
I’ ADN spermatique peuvent se verifier.
Les facteurs extrinséques incluent les lésions induites par une
radio/chimiothérapie, une varicocele, un épisode de forte fievre, une exposition
aux températures ¢levées, le tabac, I’alcool.
Le réle du stress oxydatif post-testiculaire n’est pas a négliger. Durant le
transport des spermatozoides a travers le tractus génital méle et femelle, une
fragmentation de I’ADN spermatique peut survenir. Un des mécanismes est en
relation avec la production de radicaux libres, soit a cause de spermatozoides
Immatures, soit a cause de cellules épithéliales de I'épididyme qui endommagent
directement le matériel génétique du spermatozoide. Les germes présents dans le

tractus génital peuvent également produire des substances réactives de 1’oxygene.

1.3.5. Exploration de la qualité nucléaire du spermatozoide

La qualité nucléaire du spermatozoide est un élément déterminant dans le
processus de la fécondation et du développement embryonnaire initial [40].

Elle concerne d'une part le patrimoine génetique transmis au conceptus par le
spermatozoide, résultat du processus méiotique et d'autre part I'état chromatinien,
acquis au cours de la spermiogenese, visant a protéger cet héritage genétique lors
du transit des gametes du tube séminifére au cytoplasme ovocytaire [40].

Le degré de compaction de la chromatine intervient dans la protection physique
de I’ADN du spermatozoide lors de la traversée des structures péri-ovocytaires et
notamment de la zone pellucide [16].

L’exploration de la qualit¢é nucléaire a un intérét dans la reproduction. On
considere que I'intégrité de I’ADN des spermatozoides est essentielle pour une
fécondation normale, un bon développement embryonnaire jusqu’a
I’accouchement [41]. La fragmentation de I’ADN des spermatozoides a un impact
sur les chances de grossesses en fertilité naturelle mais aussi en assistance

médicale a la procréation (AMP). Simon et al, en 2014 [42] a Salt Lake City, aux
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Etats-Unis, ont montré au cours d’une étude sur des couples infertiles ayant
béneficier d’une assistance médicale a la procréation (FIV et ICSI) qu'un défaut
de fécondation était positivement associé aux dommages a I'ADN des
spermatozoides.

La qualité nucléaire des spermatozoides joue un rble dans la survenue des
grossesses naturelles. Zini et al, en 2009, a Montréal [38] ont remarqué également
que chez les hommes infertiles un taux de I’ADN fragmenté > 30% est corrélé
avec une mauvaise qualité embryonnaire et un risque d’avortement spontané. En
plus, un taux ¢élevé de fragmentation de I’ADN a été rapporté dans les
spermatozoides d’hommes dont les conjointes avaient une histoire de fausses
couches a repétition.

Les dommages de I’ADN spermatique pourraient étre réparés par 1’ovocyte apres
la fécondation si ces dommages ne depassent pas la capacité de réparation de
I’ovocyte (< 8%). L’intégrit¢ de I’ADN spermatique a donc des implications
diagnostiques et pronostiques chez les couples ayant des fausses couches a
répetition.

L’évaluation de I’intégrité de I’ADN spermatique permet de prédire la chance
d’une conception naturelle ou assistée. Quand I’index de fragmentation (IDF) est
supérieur a 20%, la probabilité de conception in vivo est diminuée et quand I’'IDF
est supérieur a 30%, 1’injection intra-cytoplasmique de spermatozoides (ICSI)
devrait étre proposée aux couples au lieu d’une FIV [43].

I1 a ¢été¢ suggéré que 1’évaluation des dommages causés a I’ADN des
spermatozoides a I’aide du test de structure de la chromatine des spermatozoides
(SCSA) a base d’acridine orange (AQO), exprimé sous la forme de I’indice de
fragmentation de ’ADN (IDF), donne un seuil unique pour I’infertilité in vivo.
En effet, si 'IDF dépasse un seuil fixé autour de 30 %, les chances de réussite
d’une grossesse, soit par conception naturelle, soit par insémination intra utérine,
sont proches de zéro [44]. Plusieurs techniques permettent d’apprécier la qualité

nucléaire du spermatozoide a travers les tests de condensation et de fragmentation.
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Les techniques de mesure de la fragmentation de I’ADN spermatique sont :
e Technigque des cometes
e Technique d’analyse de la structure de la chromatine des spermatozoides
(SCSA)
e Technique de marquage des brins d’ADN avec la désoxyribonucléotidyle
exotransférase (TUNEL)
e Test de dispersion de ’ADN des spermatozoides
e Meéthode radioenzymatique
e Test a l’orange acridine.
Les techniques de mesure de la décondensation de I’ ADN spermatique sont :
e Test au bleu de toluidine
e Test au bleu d’aniline
e Testalachromomycine A3
Dans cette étude nous avons utilisé les tests a la coloration du bleu de toluidine et

a la coloration de I’orange acridine.
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2. CADRE ET METHODE
D'ETUDE
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2.1. Cadre
L’étude s’est déroulée au Bénin, dans ’enceinte de 03 laboratoires de biologie
médicale ayant les caractéristiques requises et le matériel nécessaire. Ces
laboratoires sont : le laboratoire du centre de recherche en reproduction humaine
et en démographie (CERRHUD), le laboratoire de biologie médicale du centre
hospitalier et universitaire de la mére et de I’enfant de la lagune (CHU-MEL), et
la section biologie de la reproduction du laboratoire d’histologie, embryologie et
de cytogénétique de la faculté des sciences de la santé (FSS).
e Laboratoire du CERRHUD

Le CERRHUD est une organisation de santé publique a statut « association, loi
1901 », associée a la clinique universitaire de gynécologie obstétrique (CUGO)
du CNHU-HKM de Cotonou au Bénin.
Depuis ses débuts en 1979, le CERRHUD a (co) congu et mis en ceuvre plusieurs
projets d’envergure et a acquis une solide réputation aux niveaux national,
régional et international. Depuis sa création, le CERRHUD a developpé de fortes
« racines » au Bénin et dans de nombreux pays d’ Afrique francophones et les pays
anglophones.
Le CERRHUD meéne des travaux de recherches et d’interventions sur des
questions de sante telles que :

o Labiologie de la reproduction

o Lanuptialité, la fécondité et la parente

o Les comportements sexuels

o Les aspects sociaux de la reproduction

o Les questions relatives a la clinique et a I’épidémiologie des problemes

de santé sexuelle et reproductrice

Il dispose de trois sites :

o Le siége social, ilot Patte d’Oie Awhanleko

o L’administration sise au CUGO-CNHU Avenue Jean-Paul Il et
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o Le laboratoire de biologie de la reproduction et centre de documentation
sise a Gbegamey Rue 607, Carré 750.

Le laboratoire de biologie de la reproduction réalise plusieurs analyses et examens
visant a diagnostiquer la pathologie de la reproduction, de la procréation, mais
aussi la mise en place de techniques de biologie interventionnelle au cours de
I’assistance médicale a la procréation.

e Laboratoire du CHU-MEL
Le laboratoire est situé dans le méme bloc et au-dessus du service de vaccination.
Il est dirigé par un medecin biologiste. Le laboratoire est constitué de quatre
sections : la section d’hématologic-parasitologie, la section de biochimie, la
section de la bactériologie et la section de la sérologie. Les techniciens des actions
sanitaires en analyse biomedicale.

e Laboratoire de la FSS
Le laboratoire dispose d’une salle de manipulation, d’une salle de microscopie,
d’une salle polyvalente, d’une salle de météorologie et d’une salle de culture. Il
compte deux techniciens charge des travaux, un docteur en génetique, un charge
de recherche qui est responsable du plateau technique et de la gestion du

laboratoire, un Maitre de conférence et un Professeur responsable du laboratoire.
2.2. Méthode

2.2.1. Type et période d’étude
Il s’agissait d’une étude transversale analytique portant sur des patients venus
dans le cadre d’un bilan d’infertilité. L’étude s’est déroulée sur une durée de 06

mois allant du mois de mai 2023 a octobre 2023.

2.2.2. Population d’étude
La population d’étude était constituée par les patients recus dans le cadre d’un
bilan d’infertilité, dans les laboratoires du centre hospitalier et universitaire de la

meére et de I'enfant de la lagune (CHU-MEL), du centre de recherche en
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reproduction humaine et en démographie (CERRHUD), et la section biologie de

la reproduction de la FSS pendant la période d’étude.

2.2.3. Echantillonnage
L’échantillonnage a consisté en un recrutement exhaustif et fait selon les critéres

d’inclusion et de non-inclusion.

2.2.3.1. Taille de I’échantillon
Ce calcul a été possible grace a la formule de Schwarz, soit n la taille de
I’échantillon, n représente la taille minimale pour avoir des résultats probants, n =

(ea)®xpxq

i2

% , une probabilité de survenue p a 0,2 ; une probabilité de non survenue q (1-p)

avec un intervalle de confiance de 95%, a écart réduit a un risque de 5

et une précision i de 0,05 ; la taille est donc 246.
n=taille de 1’échantillon

p=probabilite de survenue

g= probabilité de non survenue

I= précision.

2.2.3.2. Critéres d’inclusion
Ont été inclus dans 1’étude tous hommes adressés pour bilan d’infertilit¢ du

couple.

2.2.3.3. Criteres de non-inclusion

Tout patient n’ayant pas accepté de participer a I’étude.

2.2.3.4. Criteéres d’exclusion

Ont été exclus les patients présentant une azoospermie.
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2.2.4. Outils et technique de collecte

2.2.4.1. Outils de collecte
Une fiche d’enquéte et une fiche de paillase pour la lecture des colorations au bleu

de toluidine et a I’orange acridine.

2.2.4.2. Technique de collecte

Apres avoir obtenu 1’autorisation du comité d’éthique et de chacun des chefs de
service des différents laboratoires, nous avons collecté les données nécessaires a
notre étude a travers la fiche d’enquéte. Chaque patient a subi un interrogatoire
minuticux permettant ainsi de remplir la fiche d’enquéte. Pour ce faire, nous nous
sommes fait aider par une tierce personne en ce qui concerne le remplissage de la
fiche d’enquéte. Un spermogramme/spermocytogramme a été systématiquement
réalisé dans les laboratoires par les techniques décrites précédemment. A partir
des frottis de sperme, les colorations (bleu de toluidine et orange acridine) ont éte
réalisées. Les données sociodémographiques, cliniques et spermatiques ainsi que
les résultats des colorations ont été reportés sur la fiche d’enquéte et la fiche de
paillasse. Les frottis de sperme ont été utilisés pour analyser la qualité de I’ADN
spermatique. Le test de condensation de I’ADN a été réalisé par la coloration au
bleu de toluidine et le test de fragmentation par la coloration a I’orange acridine.

Les protocoles de coloration utilisés sont décrits ci-dessous.

2.2.4.2.1. La coloration au bleu de toluidine (BT).

Le bleu de toluidine ou chlorhydrate de triméthylthionine évalue le niveau de la
condensation de la chromatine spermatique. C’est un colorant basique qui posséde
une forte affinité pour les molécules basophiles dont les acides nucléiques, qui
seront alors colore en différentes nuances de bleu. Dans le spermatozoide, le bleu
de toluidine colore le noyau en bleu de fagon plus ou moins intense selon le degre

d'ouverture de la chromatine : un ADN fortement condensé ne laissera penétré
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gue peu de colorant, donnant un bleu trés pale au noyau, tandis qu'un ADN peu
condensé accepte plus de colorant, apportant un bleu tres foncé au noyau [45].
e Produits nécessaires
o Bleu de toluidine de référence
o Acide chlorhydrique (HCI)
o Meéthanol
o Acétone
o Phosphate di sodigue (Na;HPO,)
o Acide citrique
o PBS (phosphate buffer salin) tampon phosphate salin 1%
o Eaudistillee
e Materiel
o pH metre
o microscope optique a objectif 100 a immersion
o lames et lamelles
o pipette 5ml, 10 ml / fioles jaugees 250 ml, 500 ml, 1000 ml / flacon de
100 ml, 200 ml, 500 ml / bacs pour coloration / portoir de lame pour
coloration/ huile a immersion / compteur
e Réactifs
o HCI a 0,1 normal (a partir d’une solution commerciale d’HCI a 36%
pour 1 litre d’HCI & 0,1N a préparer il faut 9 ml d’HCI 36% + 991 ml
d’eau distillée)
o Fixateur (méthanol + acétone mesurer volume a volume, c¢’est-a-dire 50
ml de méthanol + 50 ml d’acétone)
o Tampon de Mcllvan (200 mg de Na;HPO4, 100 mg d’acide citrique,
pH=3,5)
o Solution mére de bleu de toluidine 1% en tampon Mcllvan (1g pour 100

ml de tampon Mcllvan)

o 37
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e Méthode pratique [46]
o Apres liquéfaction du sperme, prélever 0,5 ml de sperme dans un tube
conique
o Centrifuger a 1500 t/min pendant 10 minutes, puis décanter le plasma
séminal
o Ajouter 2 ml de PBS a pH 7,4 puis centrifuger a 1500 t/min pendant 10
minutes deux fois
o Faire un frottis puis sécher a I’air ambiant
o Fixer les lames a 4°C dans un mélange volume a volume d’éthanol 95°
et d’acétone pendant 30 minutes
o Incuber les lames a 4°C dans de ’HC1 0,1 N pendant 5 minutes.
o Laver rapidement dans de I’eau distillée
o Incuber les lames pendant 17 minutes a température ambiante dans une
solution filtrée de bleu de toluidine a 1 % en tampon de Mcllvain
o Déshydrater les lames par des bains successifs de 2 minutes d’éthanol
de degre croissant (70°, 95° puis 100°)
o Monter les lames avec Eukitt
o Observer et compter au microscope en contraste de phase, sur un total de
100 spermatozoides, les spermatozoides présentant une coloration péle,
bleu violet et bleu clair.
e Avantages
o Apprécier la decondensation du noyau
e Inconvénients

o Nécessite de I’obscurité pour sa manipulation
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2.2.4.2.2. La coloration a I’orange acridine (OA).
L’orange d’acridine est un colorant perméable aux cellules qui se lie aux acides
nucléiques. L’orange d’acridine est un colorant sélectif a I’acide nucléique
perméable par les cellules qui émet de la fluorescence verte lorsqu’il est lié¢ a
I’ ADN double brin (520 nm) et de la fluorescence rouge lorsqu’il est li¢ a I’ADN
simple brin ou a I’ARN (650 nm). L’orange d’acridine est un composé qui colore
différemment I’ADN double brin (vert) et I’ADN simple brin ou ARN (rouge vif).
Le test a I’acridine orange est une coloration par fluorescence appelee test
structurel a la chromatine des spermatozoides (SCSA) qui reflete la dénaturation
de la chromatine des spermatozoides (ADN monobrin ou ADN a double brin)
[47].
L'AO intercalée dans I'ADN double brin émet fluorescence verte, tandis que I'AO
associée a I'ADN simple brin émet une fluorescence rouge [44].
e Produits nécessaires

o Orange acridine de référence

o Acide acétique glacial

o Meéthanol

o Tampon phosphate

o Phosphate di-sodique (NazHPO4)

o Acide citrique

o PBS (phosphate buffer salin), tampon phosphate salin 1%

o Eaudistillee

e Matériel
o pH metre
o microscope optique avec une source fluorescente Olympus BX61 a
objectif 100 a immersion
o pipette 5ml, 10 ml/ fioles jaugées 50ml, 250 ml, 500 ml, 1000 ml / flacon
de 100 ml, 200 ml, 500 ml / bacs pour coloration / portoir de lame pour

coloration/ huile a immersion / compteur
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e Réactifs

o Solution de Carnoy (composé de 3 volumes de méthanol et 1 volume
d’acide acétique glacial)

o Solution tampon phosphate d’acide citrique, pH 2,5 (0,1M acide citrique
et 0,3M de tampon phosphate)

o Solution de stock (on dissout dans un bécher 50 mg de poudre d’acridine
orange dans 10 ml d’eau distillée. La solution de stock est conservée au
réfrigérateur)

o Solution de travail d’acridine orange (la solution utilisée en routine dite
de travail est préparée en ajoutant dans une fiole jaugée de 50 ml, 1 ml
de la solution de stock, 0,5 ml d’acide acétique glacial et un volume d’eau
distillee en quantité suffisante pour obtenir le volume nécessaire).

e Methode pratique [48]
La coloration des frottis de sperme se fait selon les étapes suivantes :

o Apres liquefaction du sperme, prélever 0,5 ml de sperme dans un tube
conique

o Centrifuger a 1500 t/min pendant 10 minutes, puis décanter le plasma
séminal

o Ajouter 2 ml de PBS a pH 7,4 puis centrifuger a 1500 t/min pendant 10
minutes deux fois

o Faire un frottis puis sécher a I’air ambiant

o Fixer des lames par la solution de Carnoy pendant 4 heures de temps

o Incuber des lames fixées dans une solution tampon phosphate d’acide
citrique, pendant 7 minutes

o Colorer des lames dans une solution de travail d’acridine orange pendant
10 minutes

o Observer les lames au microscope a fluorescence

o Sur un total de 100 spermatozoides, les spermatozoides présentant une

coloration verte, jaune et rouge seront comptes.
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L’index de fragmentation de ' ADN (IDF) correspond au total de spermatozoides
orange acridine positif (rouge). Il est admis que des valeurs supérieures a 25%,
sont considérées comme pathologiques [49].
e Avantages
o Déterminer la nature du matériel génétique présent (ADN ou ARN)
o Apprécier la fragmentation de I’ADN
e Inconvénients
o Nécessite de I’obscurité pour sa manipulation et sa lecture

o Substance cancérigene pour la peau
2.2.5 Description des variables de I’étude

2.2.5.1. Variables dependantes
Données des colorations
e Bleu de toluidine : niveau de décondensation de I’ADN spermatique
e Orange d’acridine : taux de fragmentation de I’ADN spermatique
2.2.5.2 Variables indéependantes
e Données sociodémographiques
o Age : il s’agit de I’age du sujet au moment de 1’étude
o Profession : le métier qu’exerce le sujet au moment de 1’étude
e Antécédents médicaux et chirurgicaux ;
e Traitement en cours : molécule et durée ;
e Parametres anthropométriques : poids, taille, indice de masse corporelle ;
e Enquéte sociale
o Consommation d’alcool ou non : quantité d’alcool consommée par jour,
par semaine ;
o Consommation de tabac : nombre de paquet-années ;

o Stress.

Données spermatiques
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Cadre et méthade d’étude

2.2.5. Traitement et analyse des données

Les données recueillies ont été saisies sous forme de base de données avec le
logiciel Microsoft Office Excel 2013. Elles ont été ensuite analysées avec les
logiciels Microsoft Office Excel 2013 et R version 4.3.2 (2023 10 31 ucrt). Les
proportions ont été calculées pour les variables qualitatives. Les variables
quantitatives étaient exprimées en moyenne et écart-type. Les graphiques et les

tableaux ont été réalisés par le logiciel Microsoft Office Excel 2013

2.2.6. Consideérations éthiques et administratives

L’accord des autorités compétentes a divers niveaux a été obtenu avant la collecte
des données en I’occurrence celui des chefs de services des différents laboratoires.
Nous avons obtenu 1’avis favorable du comité d’éthique de recherche de I’institut
des sciences biomédicales appliquées (CER-ISBA) sous le numéro N°182/23 du
30/10/2023. Le consentement éclairé et signé par le patient a été obtenu. La

confidentialité des données a été également assurée.
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Il 3. RESULTATS
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. Résubtats

3.1. Diagramme de flux

151 patients ont été recus dont 04 exclus car présentant une azoospermie.

87 patients (59,19%) des patients provenaient du CERRHUD, 12 patients
(8,16%) du CHU-MEL et 48 patients (32,65%) de la FSS.

Nombre de patients venus
pour bilan d’infertilité

N=151

Exclus (azoospermie)

NE

Nombre de patients inclus

N=147

CERRHUD CHU-MEL
N=87 N=12

Figure 8: diagramme de flux
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Résultats

3.2. Données sociodémographiques

3.2.1. Age

Effectifs

21-30 31-40 41-50
Tranche d'age

Figure 9: répartition des patients selon 1’age (en année) (N=147)

L’age moyen était de 36,71 £ 6 ans avec les extrémes de 21 ans et 72 ans. La
tranche d’age comprise entre 31 et 40 ans était la plus représentée avec 73 patients
(49,66%). Les patients de plus de 51 ans etaient peu nombreux avec un

pourcentage de 19,14%.
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3.2.2. Profession

Fonctionnaires
88

Effectifs

Commercgants
35

Artisans 24

Profession

Figure 10: répartition des patients en fonction de la profession (N=147)

La catégorie professionnelle la plus représentée était celle des fonctionnaires avec
88 patients (60%b). Elle est suivie de celles des commercants.

3.2.3. Type d’infertilité

Secondaire
39%

Primaire
61%

= Primaire = Secondaire

Figure 11: répartition des patients en fonction du type d'infertilité (N=147)
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Selon le motif de consultation, nous avons constaté que 90 patients (61%b) étaient
atteints d’infertilité primaire et 57 patients (39%) avaient une infertilité

secondaire.

3.2.4. Age du dernier enfant

24

21

Effectifs

7
5

m<0 wla5 ®m6al0 m=m>10

Tranche d'age

Figure 12: répartition des patients selon I’age du dernier enfant (en année) (N=57)

Seuls ceux presentant une infertilité secondaire, ont ete pris en compte ici.
Le graphe montre que chez 24 patients, I’age du dernier enfant était compris entre

6 a 10 ans. Les enfants de plus de 10 ans étaient au nombre de 7.

S 47
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3.2.5. Age de la conjointe

68

Effectifs

16

20-29 30-39 40 - 49
Tranche d'age

Figure 13: répartition des patients en fonction de 1’age de la conjointe (N=147)

L’age moyen était de 30 = 3 ans avec les extrémes de 20 ans et 49 ans. La
tranchante d’age comprise entre 20 et 29 ans était la plus représentée avec 68

femmes (46,26%0). Les femmes de plus de 40 ans étaient peu nombreuses avec un

pourcentage de 10,88%.
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3.2.6. Nombre d’années de vie commune

27
25
22
20 20 19
I I 14
1 2 3 4

5 6a10 11a30

Effectifs

Années

Figure 14: répartition des patients selon le nombre d'annees de vie commune
(N=147).

Au cours de 1’étude 27 patients (18,37%) vivaient en couple depuis 4 ans, 20
parmi eux vivaient en couple depuis au moins un an.
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3.2.7. Durée de ’abstinence

56
43
2 29
o
£
L
8 8
: i B
.
2] 3 4 S 6] 7]

Jours

Figure 15: répartition des patients en fonction de la durée d'abstinence (en jours)
(N=147)

La durée moyenne de 1’abstinence était de 4,24 jours. La plupart des patients
avaient respectés la durée d’abstinence requise. 57 patients ont eu une durée

d’abstinence de 4 jours.

3.2.8. Traitement en cours

Tableau I1: répartition des patients en fonction du traitement en cours (N=147)
Les résultats montrent que 20 patients (13,61%0), au cours de I’étude étaient sous
un traitement a base d’antioxydants. Et seulement 2 patients (1,3%) avaient eu

recours a la phytothérapie.

Effectif (N) Pourcentage (%)
Aucun 125 85,03
Anti oxydant 20 13,61
Phytothérapie 2 1,3

QUALITE NUCLEAIRE DES GAMETES CHEZ LES HOMMES INFERTILES DANS TROIS LABORATOIRES DE COTONOU EN 2023 n



. Résultats

3.2.9. Indice de masse corporelle

2 25
3
t -
L
18,5-24,9 25-29,9 >30
Normal Surpoids Obésité

Indice de masse corporelle

Figure 16: répartition des patients en fonction de I'indice de masse corporelle
(N=147)

Les résultats ont montré que I’'IMC moyen des patients dans notre étude était de
25,44 + 3,04 kg/m?. La plupart des patients avaient un IMC normal (entre 18,5
kg/m? et 24,9 kg/m?) représentant 74 patients (50,34%b). 48 patients soit 32,65%
des patients etaient en surpoids et 25 patients (17%o) étaient obese.
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3.2.10. Antécédents personnels médicaux

Tableau 111 répartition des patients en fonction des antécédents personnels
médicaux (N=35)

Au moins un antécédent personnel médical était retrouvé chez 35 patients avec
une prédominance des oreillons et de la varicocéle respectivement chez 12
patients (34,28%) et 11 patients (31,43%). Une hypertension artérielle était

retrouvée chez 5 patients (14,29%).

Effectif
Oreillons 12
Hernies 6
Varicocele 11
Diabéte 1
HTA 5

3.3. Données spermatiques

Nous présenterons dans I’ordre, les données spermatiques en rapport avec le
volume de I’éjaculat, le pH du sperme, la vitalit¢é des spermatozoides, leur
mobilité, leur concentration et leur morphologie ; tous ont été évalués selon les
normes strictes de ’OMS (2010).
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3.3.1. Volume de I’éjaculat

115

Effectifs

E<15ml wml5mlaéml wm>6ml

Volume de I'éjaculat

Figure 17: répartition des patients en fonction du volume de I'¢jaculat (N=147)

La plupart des patients avaient un volume d’¢éjaculat normal (78,23%). Une
hypospermie (volume de I’éjaculat <1,5 ml) a été retrouvée chez 30 patients

(20,41%) et seulement 2 patients (1,37%) présentaient une hyperspermie

(volume de I’éjaculat > 6 ml).
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3.3.2. pH du sperme

94

50

Effectifs

<7,2 72a8 >8

pH du sperme

Figure 18: répartition des patients en fonction du pH du sperme (N=147)

Un pH normal était retrouvé chez 94 patients (64%0). Par contre un pH acide (pH

< 7,2) était retrouvé chez 50 patients (34,31%b) et seulement 3 patients avec un
pH basique (pH > 8).
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3.3.3. Vitalité des spermatozoides

85

Effectifs

Normale Nécrozoospermie

Vitalité

Figure 19: répartition des patients en fonction de la vitalité des spermatozoides
(N=147)

Parmi les patients, 62 (42%) présentaient une nécrozoospermie (nombre de
spermatozoides morts > 58%).
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3.3.4. Mobilité des spermatozoides a la premiére heure

89%

Pourcentage

11%

< 40% >40%

Normal Asthénozoospermie

Mobilité

Figure 20: répartition des patients en fonction de la mobilité a la premiere heure
(N=147)

L’asthénozoospermie (diminution de la mobilité des spermatozoides) -etait

retrouvée chez 89% des patients.

QUALITE NUCLEAIRE DES GAMETES CHEZ LES HOMMES INFERTILES DANS TROIS LABORATOIRES DE COTONOU EN 2023 n



Résultats

3.3.5. Concentration des spermatozoides

78%

Pourcentage

22%

< 15 Millions > 15 Millions
Concentration
Figure 21: répartition des patients en fonction de la concentration des

spermatozoides (N=147)

Une oligozoospermie (nombre de spermatozoides < 15 millions par ml) est
retrouvée chez 22% des patients. 114 patients au cours de 1’étude (78%0) avaient

une concentration de spermatozoides normale.

o 57
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3.3.6. Morphologie des spermatozoides

55%
45%

m Tératozoospermie = Normale

Figure 22: répartition des patients en fonction de la morphologie des

spermatozoides (N=147)

Une tératozoospermie (nombre de formes typiques de spermatozoides < 4%) a été

retrouvée chez 81 patients (55%).
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3.3.7. Index d’Anomalies Multiples (IAM)

<1,6
43%
>1,6

57%

Figure 23: réepartition des patients en fonction de I'index d'anomalies multiples
(N=60)

L’index d’anomalies multiples est un index pronostic, qui a été évalué seulement
chez les patients provenant du laboratoire du CHU-MEL et du laboratoire de la
FSS soit au total 60 patients.

Un index d’anomalies multiples normal (< 1,6) a été retrouvé chez 26 patients
(43%) et les 34 patients restant présentaient un index d’anomalies multiples

anormal (57%b). Les extrémes étaient respectivement 1,07 et 3,34.
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3.4. Données de la qualité du noyau
Nous présenterons dans I’ordre, les données de la qualité du noyau en rapport avec
la décondensation (évaluée grace a la coloration au bleu de toluidine) et la

fragmentation (évaluée grace a la coloration a I’orange acridine)

3.4.1. Décondensation de ’ADN spermatique
el B AW J LT L b
e Cr g ¥, Ve, BT
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223 Se --. x100 X100

A : spermatozoide avec un ADN décondensé
B : spermatozoide avec un ADN en cours de décondensation

C : spermatozoide avec un ADN condensé/normal

Figure 24: observation au microscope optique (X1000) de spermatozoides

colorés au bleu de toluidine (BT)

Sur les 147 patients étudiés, nous n’avons pas pu lire les lames de 38 patients soit
25,85%. En ce qui concerne les 74,15% restants, la répartition de la

décondensation de I’ADN spermatique est présentée comme suit :
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Coloration au bleu de toluidine

77

Effectifs

32

m ADN condensé ADN décondensé
< 25% 2 25%

Niveau de décondensation

Figure 25: répartition des patients en fonction de la décondensation de I’ADN
spermatique (N=109)
Les résultats montrent que 32 patients (29,35%) avaient un ADN spermatique

décondense a plus de 25% (supeérieure a la normale). La valeur moyenne était de

37,88% avec des extrémes de 25 % et 73%.

@
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Nous présentons ici quelques iconographies des aspects de la

condensation/décondensation des spermatozoides de quelques patients.

hu-mI . Cerrhud
x100 e _ x100

A : spermatozoide avec un ADN décondensé
B : spermatozoide avec un ADN en cours de décondensation

C : spermatozoide avec un ADN condensé/normal

Iconographie 1: Quelques iconographies illustrant les différents aspects de la

décondensation de I’ADN spermatique
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3.4.2. Fragmentation de I’ADN spermatique

A : spermatozoide a ADN normal

C : spermatozoide a ADN en cours de fragmentation
B : spermatozoide a ADN fragmenté

Figure 26: observation au microscope a fluorescence (X 1000) de
spermatozoides colorés a I'orange acridine (OA)
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Coloration a I'orange d'acridine

87

Effectifs

m ADN non fragmenté = ADN fragmenté
<25% 2 25%

Taux de fragmentation

Figure 27: répartition des patients en fonction de la fragmentation de I'ADN
spermatique (N=109)
Les résultats montrent que 22 patients (20,18%) avaient un ADN spermatique

fragmenté a plus de 25% (supérieure a la normale). La valeur moyenne était de

42,36% avec des extrémes de 25 % et 99%.
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Nous présentons ici quelques iconographies des aspects de la fragmentation de

I’ ADN spermatique de quelques patients.

Chu-mel
x100

‘<‘.__-¢:

)

.
. e -0 Cerrhud
€ x100
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Cerrhud
x100

A : spermatozoide a ADN normal
B : spermatozoide a ADN fragmenté

C : spermatozoide a ADN en cours de fragmentation
Iconographie 2: Quelques iconographies illustrant les différents aspects de la

fragmentation de I’ADN spermatique

3.5. Donnees sociodemographiques, parameétres spermatiques et
décondensation de ’ADN spermatique

Tableau IV: relation entre variables et décondensation de I’ ADN spermatique
En ce qui concerne 1’age, la morphologie, la vitalit¢ et I’index d’anomalies
multiples, nous les avons introduits dans un modéle de régression logistique (en

raison de la p-value inférieure a 0,05) avant de conclure.

p-Value r
Age 0,0009 0,1
Profession 0,32
IMC 0,17
Concentration 0,09
Morphologie 0,01 0,46
Vitalité 0,0012 0,33
Mobilité 0,05 0,12
IAM 0,00 0,16
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e Données sociodémographiques, parameétres spermatiques et

fragmentation de I’ADN spermatique

Tableau V: relation entre variables et fragmentation de I'ADN spermatique
D’aprés le test de chi?, nos résultats ont montré une relation statistiquement
significative entre I’age (p=0,02), la concentration (p=0,047), la morphologie
(p=0,00), la vitalité¢ (p=0,01), la mobilit¢ (0,02), I’'index d’anomalies multiples
(0,0009) et la fragmentation de I’ADN spermatique.

En ce qui concerne 1’age, la concentration, la morphologie, la vitalité, la mobilité
et ’index d’anomalies multiples, nous les avons également introduits dans un

modele de regression logistique (en raison de la p-value inférieure a 0,05) avant

de conclure.

p-Value r
Age 0,02 0,27
Profession 0,08
IMC 0,06
Concentration 0,047 0,86
Morphologie 0,00 0,41
Vitalité 0,01 0,21
Mobilité 0,002 0,27
IAM 0,0009 0,18
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e Lien entre décondensation et fragmentation
Nous avons fait un test de chi?, pour I’analyse de la relation entre la
décondensation et la fragmentation de I’ADN spermatique. La p-Value trouvée
était de 0,0031 pour la décondensation et la fragmentation de I’ADN spermatique.
Il existe donc une relation statistiquement significative entre la décondensation
de I’ADN spermatique et la fragmentation de I’ADN spermatique. Ainsi donc, les
hommes infertiles présentant une décondensation de I’ADN spermatique ont un

risque de présenter une fragmentation de I’ADN spermatique.
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I 4. DISCUSSION
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La discussion des résultats de la présente étude s’articulera autour des points ci-
apres :

e [’atteinte des objectifs de I’étude ;

e la validité de I’étude ;

e [’analyse des données et la comparaison des résultats avec ceux des autres

auteurs.

4.1. Atteinte des objectifs de I’étude

Les caractéristiques sociodémographiques des hommes infertiles ont été
présentées ; les anomalies du spermogramme chez les hommes infertiles ont été
identifiées, ainsi que la proportion de chacune d’elle ; le niveau de décondensation
de ’ADN spermatique et le taux de fragmentation de I’ADN spermatique a été
déterminé. Une relation entre les anomalies spermatiques et les résultats des
colorations a été recherché. De plus, une relation entre la décondensation de

I’ ADN spermatique et la fragmentation de I’ADN spermatique a été établie.

4.2. Validité de I’étude

Sur la validité interne de cette étude, nous avons respecté nos critéres d’inclusion,
de non-inclusion et d’exclusion. Les patients venus pour le bilan d’infertilité dans
les trois laboratoires ont été pris en compte. Les variables ont été mesurées en
respectant les normes scientifiques.

Quant a la validité externe, nous pouvons dire que vu la population d’étude
restreinte aux patients regus pour bilan d’infertilit¢ a Cotonou, celle-ci est donc
non représentative de la population générale, il serait incorrect de prétendre que
ces résultats sont absolument représentatifs de 1’infertilit¢ masculine a I’échelle

nationale.
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4.3. Commentaires des résultats
Les commentaires des résultats se feront suivant le plan ci-apres :
e Les aspects sociodémographiques
e Les aspects selon le type de d’infertilité
e Les aspects selon les anomalies spermatiques
e Les aspects selon la qualité nucleéaire
e Les aspects de la corrélation entre les données spermatiques et les résultats

de I’évaluation de la qualité nucléaire des spermatozoides.

4.3.1. Les aspects sociodémographiques

o Age
L’age moyen des patients était de 36,71 £ 6 ans avec les extrémes de 21 ans et 72
ans. Ce constat rejoint les données de la littérature. En effet, deux travaux realises
par Nianj et al en 2005 au Sénégal [50] et par Adil Kbirou et al au Maroc, en 2022
[51], ont rapporte respectivement un age moyen de 39 ans et 37,5 ans. Ce résultat
est également superposable a celui de Kikpade et al en 2023 a Cotonou qui ont
trouvé une moyenne d’age de 36,2 ans [52].
La tranche d’age la plus représentée de notre série est celle 31 ans a 40 ans avec
73 patients (49,66%). Ce résultat rejoint celui de Nianj et al qui avaient trouveé
que 69,1 % des patients avaient entre 30 ans et 45 ans.
Cela pourrait s’expliquer par le fait qu’avant ses 30 ans, ’homme est moins
préoccupé par le desir de paternité. De facon générale, les études ainsi que
I’évolution de la société béninoise, voire africaine entrainent un mariage dans la
troisieme décennie. C’est donc apreés le mariage que le désir de conception devient
une priorité. Seuls 9 patients, soit 19,14% avaient un age supérieur a 51 ans. Selon
Schimdt et al. au Danemark en 1995, les dommages sur I’ADN des
spermatozoides sont significativement liés a I’age [53]. Ceci serait probablement
lié au vieillissement et stress oxydatif endogene qui ont tendance a augmenter

avec I’age dans I’espéce humaine.
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e Profession
Dans notre étude, la catégorie professionnelle la plus représentée était celle des
fonctionnaires avec 88 patients (60%), suivi de celle des commercants 35
patients (23,9%). Ces résultats rejoignent ceux de Vigninou en 2022 et Kikpade
en 2023 au Bénin qui ont montré respectivement que la catégorie professionnelle
la plus représentée était celle des fonctionnaires avec 57,8% et 53,17%. Elle était
également suivie de celles des commercants dans les deux études avec
respectivement 26,7% et 24,6%. Cela se traduit par I’importance qu’accordent les
patients instruits au role de I’homme dans I’infertilité, mais surtout la disponibilité
des moyens financiers permettant la réalisation des bilans. D’autres études
notamment celle de Moussa et al. [36], au Niger en 2016 et celle de Khadidja et
al. [54] en Algérie en 2022 ont montré que les fonctionnaires étaient les plus
représentés avec respectivement 60,9% et 42,2%. Ces résultats ne sont pas
superposables avec ceux d’Oumar et al [55], en Guinée, en 2007 qui ont retrouve
une prédominance des ouvriers (32,5%) suivi de celle des fonctionnaires 28,2%.
Selon cet auteur la prédominance des ouvriers s’expliquerait probablement par
leurs expositions aux différents risques (chaleur, manipulations de produits

chimiques) connus pour des effets nocifs sur la spermatogenése.

4.3.2. Les aspects selon le type d’infertilité

Les résultats obtenus indiquent que D’infertilit¢é de type primaire est plus
importante. Elle représente une fréquence de 61% contre 39% pour I’infertilité
de type secondaire. Ces résultats sont concordants avec ceux de Nianj et al [50]
en 2005 au Sénégal qui indiquent que I’infertilité était de type primaire chez 66,5
% des patients et secondaire dans 31,5 % des cas. Daouri et al [56] en 2001 a
Annaba (Algérie) indiquent que I’infertilité¢ de type primaire était de 73,48% et
ceux de Zaghreb 2008 en région Constantine de 74,73%. Ouegnin et al. en Cote-
d’Ivoire en 2008 et Boukari et al. au Togo en 1998 ont retrouvé des résultats

similaires avec 70,2% et 62,5% respectivement. Puis des études au Bénin
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(Cotonou) par Kikpade et al. [52] et Vigninou et al. [57] sont également
concordantes avec respectivement 57,14% et 67,12%.
Ces résultats pourraient s’expliquer par le fait que les couples n’ayant pas
d’enfants ont tendance a consulter de fagon fréquente et précoce. La premicre
préoccupation apreés le mariage étant I’arrivée d’un enfant. Lorsqu’un couple
présente des difficultés a concevoir la femme est d’abord indexée et subit des
investigations en premier dans la plupart des cas. Le plus souvent I’homme est
considéré comme le chef de la famille, la reconnaissance de sa défaillance est
souvent compliquée. C’est donc en dernier recours qu’il est suspecté et cela apres
plusieurs dommages collatéraux une, deux voire trois séparations sans enfants.

e La durée moyenne d’évolution de P’infertilité
Au cours notre étude, la durée moyenne était de 5 ans, dont la plus longue est de
30 ans ; avec des extrémes allant de 1 a 30 ans. Nos resultats rejoignent ceux de
la littérature qui indiquent la moyenne a 6 ans pour des extrémes de 1 an a 30 ans
par Nianj et al. [50] au Séenégal. Les résultats de Kikpade et al [52] qui avaient
trouvé une moyenne de 5,1 ans. Cette proportion élevée de patients consultant
apres plus de 2 ans de vie commune montre la résistance des hommes a consulter
et a recourir a des soins pour la prise en charge de I’infertilité du couple. Dans
notre contexte, le recours aux tradipraticiens est fréquent ; ce qui peut également
expliquer les retards des patients a consulter. Pour Yevi et al. [58] au Benin
(Cotonou) en 2017 cela cache la honte qu’éprouvent les hommes a s’adresser a
un medecin pour désir de paternité et ce complexe tiendrait ses racines dans les
conceptions culturelles africaines de I’infertilité selon lesquelles seule la femme
peut étre infertile. En réalité dans certaines traditions africaines, la virilite est
souvent confondue avec la fertilité et tant que I’homme a une bonne érection, il
se considére fertile. Ce qui n’est pas exact.

e Antécedents personnels médicaux
Au moins un antécédent personnel médical était retrouvé chez 35 patients avec

une prédominance des oreillons et de la varicocele respectivement chez 12

o 73
QUALITE NUCLEAIRE DES GAMETES CHEZ LES HOMMES INFERTILES DANS TROIS LABORATOIRES DE COTONOU EN 2023 -




o @wcw.mwn.

patients (34,28%) et 11 patients (31,43%). Ces résultats sont similaires de ceux
de Kbirou et al. qui ont trouvés que 42% des patients présentaient une varicocele.
La varicocele représente une cause importante d’infertilité masculine. Cette
anomalie vasculaire bouleverse la thermorégulation testiculaire entrainant alors
des troubles de la spermatogenese.
e L’indice de masse corporelle

Les résultats ont montré que I’IMC moyen des patients dans notre ¢tude était de
25,44 + 3,04 kg/m?. La plupart des patients avaient un IMC normal c’est-a-dire
compris entre 18,5 kg/m? et 24,9 kg/m? (74 patients, 50,34%b), 48 soit 32,65% des
patients étaient en surpoids et 25 (17%) étaient obeses. Ces résultats sont
similaires a ceux de Kikpade et al. [52] qui ont montré que I’'IMC moyen était de
25,3 + 3,7 kg/m?. L'IMC moyen était de 27,5 kg/m? + 4,17 ; ce qui correspond
clairement a un surpoids selon une autre menée par Yazdanpanah et al. [49] en
Iran menée en 2022. De fagcon globale, le surpoids et I’obésité sont connus comme
étant des facteurs de risques de I'infertilité. En effet, une énergie superflue altéere
les mécanismes de regulation du systéeme reproducteur. Les personnes en surpoids
et obeses ont des niveaux d'cestrogénes augmentés, ces cestrogenes exercent un
retro controle négatif sur la sécrétion de gonadotrophines, diminuant ainsi la
sécrétion pulsatile de LH qui sera a 1’origine de la diminution de la testostérone
requise pour la spermatogenése. Ces effets hormonaux, outre 1’augmentation du
stress oxydatif, la lipotoxicité et les instabilités de I’absorption des adipokines,
perturbent directement les gonades, les organes reproducteurs périphériques et

I’embryon.

4.3.4. Les aspects selon les anomalies spermatiques

e Volume de I’éjaculat
La plupart des patients avaient un volume de sperme normal (78,23%). Une
hypospermie a été retrouvée chez 30 patients soit 20,41%. Ces résultats sont

similaires & ceux d’lkram et al. en Algérie en 2014 qui ont retrouvés une
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hypospermie dans 27,58 % [29]. Une hypospermie est en général en rapport avec
un défaut de recueil ou une perte de 1’¢jaculat lors du recueil. Dans certaines
conditions, notamment en cas d’age avancé, on retrouve une hypospermie
pouvant étre en rapport avec diminution des secrétions hormonales avec 1’age
(andropause). Une hypospermie peut eégalement traduire une malformation des
voies excrétrices ou un taux plasmatique de testostérone bas.
e Mobilité a la premiere heure
Les résultats ont montré que 40% des patients présentaient une
asthenozoospermie. Ces resultats different de ceux retrouves par Ikram en Algérie
en 2014 qui ont retrouvé une asthénozoospermie a 62,06 % [29]. Le pourcentage
de mobilité est un parametre primordial, qui détermine en partie 1’orientation
thérapeutique. En effet, seuls les spermatozoides a mobilité progressive normale
peuvent atteindre et féconder 1’ovocyte. Il faudra rechercher des antécédents
d’infections du sperme, d’infections des glandes annexes et la présence de
bactéries, pouvant induire une diminution de la mobilité et des anomalies
flagellaires.
e Vitalité des spermatozoides

Notre étude avait retrouve 42% de nécrozoospermie. Nos résultats se rapprochent
de ceux trouvés par lkram en Algérie en 2014 qui ont trouvés une
nécrozoospermie dans 55,14% [29]. La vitalité et la mobilité sont souvent en
relation, elles sont parfois le reflet d’une infection du sperme. Sous nos cieux,

c’est seulement les germes banals (Neisseria gonorrhoeae, Escherichia coli,

Staphylocoques, Streptocoques) qui sont recherchés en routine lors de la

spermoculture. Trés souvent, la part des germes intracellulaires (Chlamydia
trachomatis...) est souvent négligée. Il serait bien de rechercher
systématiquement ces germes en cas d’altération des paramétres spermatiques a
type d’asthénospermie ou de nécrospermie compte tenu de leur prévalence

importante.
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e Concentration des spermatozoides
Une oligozoospermie est retrouvée chez 22% des patients. Nos résultats se
rapprochent de ceux trouvés par Adil Kbirou et al au Maroc en 2022 qui ont
retrouvés 33% [51]. En effet, la concentration peut variée en fonction de la
quantité du culot examinée, de la vitesse de centrifugation et de la durée. 1l faudra
aussi noter que la mesure de la concentration étant operateur dépendant, des biais
de calculs peuvent étre observes apres la lecture a I’hémocytometre.

e Morphologie des spermatozoides
Une tératozoospermie (nombre de formes typiques de spermatozoides < 4%) a eté
retrouvée chez 81 patients (55%0) dans notre étude. Selon une étude menée par
Adil Kbirou et al au Maroc en 2022, une tératozoospermie chez 6 % des cas [51].
Les spermatozoides morphologiquement anormaux ont un potentiel fécondant
réduit et ce d'autant plus qu'ils cumulent des anomalies. Certaines anomalies de
morphologie et I’index d’anomalies multiples ont un intérét pronostique au cours
de la grossesse. Il est a souligner, I’impact des facteurs physiques et chimiques

sur la survenue d’anomalies.

4.3.5. Les aspects selon la qualité nucléaire

L’impact de la fragmentation de I’ADN des spermatozoides sur la fertilité
masculine a eté documenté par plusieurs équipes de recherche qui ont utilisé
difféerentes techniques. Devant cela et vue la prévalence de Iinfertilité
idiopathique (en rapport avec le stress oxydatif), certains auteurs recommandent
systématiquement, la mise sous antioxydants en cas d’altération de la qualité

nucléaire des spermatozoides.

4.3.5.1. Index de fragmentation (coloration a I’orange d’acridine)

Les résultats de notre étude, montrent que 20,18% des patients présentaient un
index de fragmentation (IDF) supérieur a 25%. Ces résultats sont différents de
ceux de Yazdanpanah et al. menée en Iran (2022) [49], qui ont rapporté que

40,1% avaient un IDF qui a eté cliniquement considéré comme pathologique (IDF
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> 25%). Ces differences pourraient s’expliquer par le fait que 1I’étude menée par
Yazdanpanah et al. en Iran (2022), avait inclus 1191 patients et s‘était déroulée
sur une période de deux ans. Il s’agit donc d’une cohorte plus importante avec des
résultats probablement plus plausibles que les notres.

Aucune corrélation n'a été trouvée entre l'indice de fragmentation de I'ADN et
I'indice de masse corporelle des patients, au cours de notre étude (p-value= 0,06)
bien que la plupart présentaient un surpoids significatif (32,65%0). Ces resultats
sont similaires a ceux de Yazdanpanah et al. menée en Iran (2022) [49]. Ces
données préliminaires entre ’IDF et I'IMC méritent d’étre mieux étudiées au sein

de cohorte plus larges au sein de notre population.

4.3.5.2. Relation entre la fragmentation de PADN et I’age

Dans notre étude, les hommes ages entre 31 ans et 40 ans ont 0,27 fois plus de
risques de présenter une fragmentation de ’ADN. Le méme résultat été retrouvé
par Ikram et al. en 2014 en Algérie, qui ont montré que les individus avec une
moyenne d’age de 34 ans montrent un IDF > 25% par contre ceux de 24 ans leur
DFI est < 25% [29]. Selon Schimdt et al. au Danemark en 1995, les dommages
sur I’ADN des spermatozoides sont significativement liés a 1’age [53].

Cela pourrait s’expliquer d’une part par la diminution des secrétions hormonales
avec I’age, d’autre part, par ’exposition plus importante aux facteurs physiques
notamment au stress oxydatif qui pourrait engendrer des altérations de I’ADN

spermatique.

4.3.5.3. Relation entre la fragmentation de ’ADN et la vitalité

La vitalité est un critére important dans I’analyse du spermogramme, car elle
donne une idée sur le potentiel fécondant du spermatozoide [29]. Selon Ikram et
al. en 2014 en Algeérie, les individus dont la vitalité est en dessous du seuil défini
par ’OMS 2010 (58%), montrent un IDF élevé au-dela du seuil de 25 %. Ces
résultats sont similaires a ceux retrouves dans notre étude car il a été prouvé qu’il

existe une relation statistiquement significative entre la vitalité et I'IDF. De plus,
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ces résultats sont en faveur d’un lien trés hautement significatif (P =0,001) [29]
entre le IDF et la vitalité ; comparativement a ceux trouvés dans notre étude
(p=0,01), ce qui signifie que plus la vitalité est faible plus le IDF est élevé et
inversement [29]. L’altération de la membrane du spermatozoide, pourrait
expliquer la pénétration plus facile de I’orange acridine. Ce test pourrait donc

permettre 1’évaluation du pouvoir fécondant du spermatozoide.

4.3.5.4. Relation entre la fragmentation de ’ADN et la mobilité

L’analyse de la mobilité des spermatozoides nous informe sur leurs qualités
cinétiques essentielles : la vitesse et la progressivité en ligne droite. Ces facteurs
sont indispensables a la fécondation de 1’ovocyte [29].

Selon lkram et al. les spermatozoides avec une trés faible mobilité, ont une
augmentation de 'IDF (>25%) [29]. Ce qui signifie que, plus la mobilité est
faible, plus le IDF est élevé et inversement. Les résultats similaires ont été
observés dans notre etude, en effet nous avons trouve, une relation statistiguement
significative entre la fragmentation et la mobilité. Les paramétres de la mobilite
des spermatozoides ont un impact significatif sur la capacité fécondante du
spermatozoide. De fait, la mobilité des spermatozoides et la fragmentation étant
significativement liées, le test a la coloration d’orange acridine pourrait étre 1’un

des prédicteurs de la capacité fécondante du spermatozoide humain.

4.3.5.5. Relation entre la fragmentation de la chromatine et la morphologie

Nous avons voulu savoir si la fragmentation des spermatozoides avec les données
morphologiques donnerait une meilleure appréciation de I’impact sur 1’intégrité
du génome spermatique. Ikram et al. en 2014 en Algérie a montré qu’une
perturbation globale des critéeres morphologiques a de grandes influences sur le
taux de fragmentation de I’ADN spermatique [29]. Nous avons eu des résultats
similaires au cours de notre étude (p-value=0,00) avec une relation statistiquement
significativement entre la morphologie et la fragmentation de I’ADN spermatique.

La relation entre la morphologie des spermatozoides et la maturité nucléaire
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pourrait s'expliquer par le fait que certaines anomalies morphologiques des
spermatozoides peuvent étre causées par une perte de surenroulement de I'ADN,
ce qui entraine un acces plus facile de 1'orange d’acridine a I'ADN spermatique.
Aussi la morphologie s’est révélée comme un excellent indicateur de la réussite
en FIV. L’étude morphologique associée aux données de I’ADN spermatique est
donc trés utile pour mieux prédire le taux de fécondation des spermatozoides.
Mises ensemble, les informations obtenues a 1’aide du test a ’orange d’acridine

pourraient étre utiles pour planifier la stratégie de traitement des couples infertiles.

4.3.5.6. Taux de décondensation (coloration au bleu de toluidine)

Les résultats ont montré une relation statistiquement significative entre 1’age
(p=0,0009), la morphologie (p=0,01), la vitalité (p=0,0012), I’index d’anomalies
multiples (p= 0,00) et la décondensation de I’ADN spermatique. Les résultats de
notre étude, montrent que 29,35% des patients présentaient un ADN spermatique
décondense a plus de 25%. Les hommes infertiles agés de 31 ans a 40 ans ont
donc plus de risques de présenter une décondensation de I’ ADN spermatique. En
ce qui concerne les parametres spermatiques, en cas de tératozoospermie et de
nécrozoospermie, les hommes infertiles ont plus de risques de présenter une
décondensation de I’ADN spermatique. Ces résultats différent de ceux retrouvés
par Tsarev et al. en 2004 au Danemark [44] ; ils ont montré qu’il y avait une
difference significative avec la concentration de spermatozoides, mais aucune
difféerence avec la motilité progressive entre les hommes fertiles et infertile. Cela
pourrait s’expliquer par le fait qu’une perturbation de la vitalité et de la
morphologie influencent négativement la qualit¢ de ’ADN spermatique, ces

derniers étant utiles pour apprécier le pouvoir fécondant du spermatozoide.

4.3.5.7. Test de décondensation et test de fragmentation
Des résultats précédents, la p-Value était de 0,0031 pour la décondensation et la
fragmentation de I’ADN spermatique. Il existe donc une relation statistiquement

significative entre la décondensation de I’ADN spermatique et la fragmentation
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de ’ADN spermatique. Ainsi donc, les hommes infertiles présentant une
décondensation de ’ADN spermatique ont plus de risques de présenter une
fragmentation de ’ADN spermatique. Ces résultats sont similaires a ceux
retrouvés par Tsarev et al. en 2004 au Danemark, qui ont montrés que les résultats
du test de fragmentation de I’ADN spermatique sont bien corrélés aux résultats
du test de décondensation de I’ADN spermatique [44]. Ceci pourrait s’expliquer
par le fait qu’un défaut de condensation de I’ADN spermatique peut entrainer une
fragilité de I’ADN spermatique a I’origine des cassures simple brin ou double brin

et donc a I’origine de la fragmentation de I’ADN spermatique.

4.3.5.8. Applications cliniques des colorations a I’orange acridine et au bleu
de toluidine

L’impact de la fragmentation de ’ADN des spermatozoides sur la fertilité
masculine a ete documenté par plusieurs équipes de recherche qui ont utilisé les
differentes techniques. Les applications des tests utilises au décours de la
présente étude sont les suivantes :

e Mesure de controle de la qualite du sperme ;

e Outil de diagnostic a utiliser chez les patients présentant un probleme
d’infertilité mais avec des spermogrammes apparemment normaux;

e Outil d’évaluation du potentiel fécondant du partenaire masculin dans
un couple ayant des difficultés a concevoir, pour orienter vers une
decision plus éclairée en ce qui concerne les inséminations
intraconjugale ou avec don ;

e Outil de recherche pour mieux comprendre certains types d'infertilité
masculine

e Outil pour prédire de la survenue de fausses couches spontanées ;

e Controle du sperme dans les procédures de fécondation in vitro.
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Il s’est agi d’une étude transversale analytique portant sur la qualité nucléaire de
I’ ADN spermatique chez les hommes infertiles dans trois laboratoires de Cotonou
sur une période de six mois. Nous avons évalué les aspects sociodémographiques,
les paramétres spermatiques, la qualité de I’ ADN spermatique par les colorations
au bleu de toluidine et I’orange d’acridine et établi la relation entre les données
sociodémographiques, spermatiques et la qualit¢ de ’ADN spermatique. Une
relation entre la décondensation et la fragmentation de I’ADN spermatique a été
également établie. Cette etude a permis de tirer les conclusions suivantes :

e [’existence d’une relation entre age, parametres spermatiques (vitalité,
morphologie, IAM) et décondensation de I’ADN spermatique ;

e [’existence d’une relation entre age, parametres spermatiques (mobilité,
vitalité, concentration, morphologie, IAM) et fragmentation de I’ADN
spermatique ;

e [’existence d’une relation entre la décondensation et la fragmentation de
I’ ADN spermatique : plus ’ADN spermatique est décondensé, plus il y a

le risque de fragmentation ;

e En plus, de son potentiel & prédire les difficultés a concevoir, I’ utilisation
des données de I’ADN spermatique en complément au spermogramme
classique constitue une approche diagnostique innovante et permet donc

d’éviter la mise des patients sous traitement inutiles.
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Dans le but d’améliorer la prise en charge de I’ infertilit¢ masculine au Bénin, nous
formulons les perspectives suivantes :
e Poursuivre I’étude sur I’évaluation de la qualité de I’ADN spermatique chez

les hommes infertiles sur une population plus large

e Instaurer les tests d’évaluation de I’ADN spermatique dans le bilan de
routine de  I’exploration de  linfertilit¢ en  plus du

spermogramme/spermocytogramme

e Vulgariser les tests complémentaires d’exploration de [Dinfertilité

masculine

e Renforcer la formation des medecins généralistes et specialistes sur les
moyens modernes d’évaluation de la fertilité du couple en occurrence les

tests d’évaluation de la qualité nucléaire des gametes.
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Annexe 1 : avis du comité éthique

REPUBLIQUEDUBENIN

-

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
— R

INSTITUT DES SCIENCES BIOMEDICALES APPLIQUEES

1. S. B. A.

Comité d’Ethique de la Recherche
CER-ISBA

DECISION ETHIQUE FAVORABLE
N°182 du 30/10/2023

LE PRESIDENT
A

Madame DEGBELO H. Marina S. et
Collaborateurs

Madame,

Votre protocole de recherche intitulé « Qualité nucléaire des gamétes chez les hommes infertiles a
propos de 246 cas » a été évalué par le Comité d'Ethique de la Recherche de I'SBA composé des
membres suivants : :

- DRAMANE Karim - TOFFOUN QUENUM Marie Marc
- LOKO Fréderic - DOSSOU-YOVO Bonaventure
- KEDOTE Marius i - SOSSOU AGBOHOLOU Frangoise
- GBANKOTO B. Adam - OUINSOU S. Edmond
- NAHUM Alain - AKOHA B. Théophile
- de SOUZA Léchidia Pélagie y

Sur la base de :
1. documents suivants soumis le 18 septembre 2023 :
protocole de recherche ;
budget de recherche ;
chronogramme détaillé ;
note d’information ;
formulaire de consentement ;
outils de collecte de données ;
CVs des chercheurs principaux
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2. de vos réponses aux commentaires du comité sur votre dossier et de la nouvelle version du
formulaire de soumission et le protocole soumis le 12 octobre 2023;
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01 B.P. Tél.: 21 30 55 65 E-mail : isba@intnet.bj COTONOU (République du Bénin)
Site Web : www.isbabenin.com ’
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le comité d'éthique de la recherche de FISBA a évalué les aspects scientifiques et éthiques
conformément aux normes nationales en vigueur.

Par conséquent, le CER-ISBA vous accorde sa décision favorable pour la mise en ceuvre de la
recherche au Bénin.

Cette décision est valable pour une période d'un (01) an & compter de sa date de signature.
Par ailleurs, le CER-ISBA vous demande de :

1) Linformer de toute nouvelle information / modification, qui surviendrait & une date ultérieure a
cette approbation-ci et qui impliquerait des changements dans le choix des sujets, dans la
maniére d'obtenir leur consentement, les risques encourus survenant dans le cadre du
déroulement de cette recherche. Le CER-ISBA doit, en effet, dans ces cas, réévaluer et donner
une nouvelle approbation avant 'entrée en vigueur desdites modifications ;

2) Utiliser les documents qu'il a validé (protocole, note d'information et formulaires de
consentement tamponnés par le CER-ISBA, etc.) ;

3) Conserver dans vos dossiers, les versions originales des formulaires de consentement signés
par les participants de recherche ou leurs témoins ;

4) Lui adresser un rapport annuel de la recherche.

Tout en vous souhaitant pleins succés pour la réalisation de votre recherche, le CER-ISBA vous
remercie pour la confiance a Iui accordée.

Le Président
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Annexe 2 : autorisation de collecte du CHU-MEL

01 BP 107 -
cﬁ.,;“‘.‘, . ;%5 MINISTERE DE LA SANTE ISR e LRl S O ) COTONOU
b fou REPUBLIQUE DU BE L .14.94-
ot mar % < N CENTRE HOSPITALIER UNIVERSITAIRE — 1:09;;: /97n?:ifgo7m5
DE LA MERE ET DE L’ENFANT-LACGUNE g ho@ 2 b
,CI“ ] ‘:\ (CHU - MEL) skintomonho@gouv.bi
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V& B Y, 7SS
A\ ,9@&-?@ Vs DIRECTION GENERALE @‘;;
N s
%,.mw Intertek

0015494-00

/
Ne AR 6-_2023/06/0:\{/57%/D§E/5A Cotonowile 30 MAI 2023

AUTORISATION DE RECHERCHE

SRR SR KK KK KKK KKK KK KKK K KK KK KK KRR KK Kk Kk Kk Kk Kk

Le Directeur Général du Centre Hospitalier Universitaire de la Mére et de I'Enfant-
Lagune (CHU-MEL) soussigné, autorise la nommée DEGBELO Houéfa Marina
Syntyche, doctorante en médecine a la Faculté des Sciences de la Santé (FSS)
de I'Université d’Abomey Calavi (UAC), a collecter des données dans le Laboratoire
du CHU-MEL dans le cadre de la rédaction de sa thése dont le théme porte sur la
« QUALITE NUCLEAIRE DES GAMETES CHEZ LES HOMMES INFERTILES A

PROPOS DE 246 CAS ».

En foi de quoi, la présente autorisation Iui est établie pour servir et valoir ce que

de droit.

KINTOMONHO

AMPLIATIONS

Commission Médicale d’Etablissement
Laboratoire

Intéressée

Chrono/Archives

i
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Annexe 3 : certificat de non plagiat

e ———

Bplagiats

e

Certificat d'analyse

Date d'émission: 22/11/2023
Compte évaluateur: DEGBELO H. Marina S.

AUTEUR DU DOCUMENT : DEGBELO H. MARINA S.
TITRE DU DOCUMENT : QUALITE NUCLEAIRE DES GAMETES CHEZ LES
HOMMES INFERTILES A COTONOU

e-Plagiat est un évaluateur certifié de prévention et de détection de plagiat intelligent et
autonome hasé sur l'lA

Type de Nombre de Nombre de pages Taux de
document mots (approximatif) plagiat
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M. Pierre ROUAN
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e-plagiat.online, 1er évaluateur de plagiat en Afrique basé sur I'Intelligence artificielle
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Annexe 4 : fiche de collecte

Fiche n°...

Date: / /2023

Laboratoire : CHU-MEL [ ] CERRHUD [ FSS |:|
1. Age:.........

2
3
4. Nombre d’années de vie commune :............
5
6
7

8. Nombre d’enfants
Nombre

Age du dernier
9. Antécédents personnels et familiaux
HTA, Diabéte Chirurgie de la prostate

Autres Autres

10. Traitement en cours
Molécule

Durée
11. Parametres anthropométriques

Poids Taille IMC

12. Mode de vie et habitudes alimentaires

Alcool :  Tabac : Stress : jamais] parfois] stressé]
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13. Données spermatiques
Volume :
1o 20 30
1 =normal (1.5-6) 2=hypospermie 3= hyperspermie

Vitalité ¢ veveeveineeeinnnnne
1o 20

1=normale > 58% 2= nécrospermie<58%

] I

1o 20 30

1=normal 2= acide 3= basique
Mobilité

a= c= a+b+c=
b= d=

1o 20

1=normale ( a+b+c >40%) 2=asthénospermie
Concentration : ....cceeeeeeeinnennnns Imls e / éjaculat
1o 20 30

1= normale > 15 millions/ ml 2=oligospermie <15 millons / ml

3= polyspermie>200 millions / ml

Morphologie
1o 20
1=normale 2= tératozoospermie
Formes typiques
Formes tete Allongée
anormales .
Amincie

Microcéphale
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Macrocéphale
Multiple
Base anormale

Région acrosomique

anormale
Piéce Reste cytoplasmique
intermédiaire .

Gréle

Angulée /désaxée
Flagelle Absent
Ecourté

Calibre irrégulier

Enroulé
multiple
Index d’anomalies
multiples
Index d’anomalies multiples : ...
1o 20
1= <16 2= >16
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Annexe 5 : matériel et réactif

Frottis de sperme
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Annexe 6 : Note d’information

NOTE D’INFORMATION

(A I’attention des participants)

1- Introduction

Nous, DEGBELO H. Marina S., doctorante en médecine générale a la Faculté
des Sciences de la Santé (FSS) de I’Université d’Abomey-Calavi (UAC), vous
invite & participer 4 la recherche conduisant & la rédaction de sa thése de
doctorat sur la

«QUALITE NUCLEAIRE DES GAMETES CHEZ LES HOMMES
INFERTILES A PROPOS DE 246 CAS». Prenez votre temps pour lire ou
vous faire lire et pour comprendre cette notice d’information qui résume cette
recherche. Nous vous recommandons de ne pas donner votré consentement sans
avoir eu I’occasion de poser des questions qui vous viennent & 1’esprit et d’avoir
obtenu des réponses satisfaisantes s’il y a des mots ou des énoncés que vous ne

comprenez pas.
2- Objectifs de la recherche

La présente étude a pour objectif d’évaluer la qualité du protéome des

spermatozoides chez les hommes infertiles dans trois laboratoires de Cotonou.

3- Démarche méthodologique

Cette étude se déroule dans I’enceinte de 03 laboratoires de biologie
moléculaire ayant les caractéristiques requises et le matériel nécessaire. Ces
laboratoires sont : le laboratoire du CERRHUD, le laboratoire de biologie
médicale du CHU-MEL et la section biologie de la reproduction du

laboratoire d’Histologie, Biologie de la Reproduction, Cytogénétique et
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Génétique Médicale de la FSS. Les personnes auprés de qui les informations
seront obtenues sont : les patients, recus dans le cadre d’un bilan d’infertilité,
dans les laboratoires du CHU-MEL, du CERRHUD, et de la FSS pendant la
période d’étude.
Les centres d’investigation sont constitués par :
- le laboratoire du CERRHUD, + 229 95 66 03 57, Patte d’oie, Cotonou
Bénin
- le laboratoire de biologie médicale du CHU-MEL, + 229 94 93 90 41,
Ave Delome, Cotonou Bénin
- et la section biologie de la reproduction du laboratoire d’Histologie,
Biologie de la Reproduction, Cytogénétique et Génétique Médicale de la
FSS, +229 21 30 40 95, champ de foire, Cotonou Bénin

4- Raisons et attentes de votre participation a I’étude

Vous €tes une personne ressource habilité a nous renseigner le mieux possible

sur notre sujet de recherche.
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Nous attendons de vous une collaboration nous permettant de faire :

e Des entretiens individuels

e Des prélévements de liquide biologique (sperme)

5- Liberté de participation

Vous étes libre de participer ou de ne pas participer a la présente étude. Si vous
décidez maintenant d'y participer, il vous sera possible de revenir sur votre
décision. Le fait de revenir sur votre décision & tout moment n’affectera en rien
la suite de la recherche. Vous recevrez deux papiers :
= L’un intitulé « notice d’information » contient les informations liées
a larecherche. Vous lirez cette notice vous-méme / ou la ferez lire par qui
vous voudrez. Vous pourrez prendre quelques jours pour réfléchir sur les
informations et demander éventuellement des avis extérieurs en cas de
besoin. Vous poserez toutes les questions que vous voulez avant de
décider.
= L’autre intitulé « formulaire de consentement libre et éclairé » servira
a apposer votre signature en cas d’accord pour continuer & participer a la

recherche.

6- Administration des outils de collecte

Le recueil des données se fera grice & une fiche d’enquéte /questionnaire. Elle se
déroulera dans les trois laboratoires de Mai a Décembre 2023. L’enquéte

comprendra la phase de recueil des données et de colorations de lames, puis
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aprés la réalisation des prélévements (sperme). Le prélévement de sperme se
fera au laboratoire dans la plus grande intimité ; une chambre munie d’un lit est

prévu dans chaque laboratoire.

7- Les enquéteurs

L’enquétrice qui vous abordera dans la phase de collecte des données est :

DEGBELO H. Marina S.
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8- Le superviseur

La doctorante qui réalise cette enquéte en vue de la rédaction de sa thése est :
DEGBELO H. Marina S. .Elle est chargée de la réalisation des entretiens et des
colorations. Le travail sera supervisé par le directeur de thése MCA Simon
AZONBAKIN, azandeg@yahoo.fr, +229 97 13 00 61. Elle sera donc présente

dans la plupart des entretiens & réaliser sur le terrain. Mieux, ce sera elle-méme

qui dirigera les entretiens.

9- Communication des résultats aux participants

Les résultats obtenus a I’issu de nos recherches seront communiqués aux
participants a travers un entretien.

= Bénéfices liés a la participation 4 la recherche

Votre participation a cette recherche constitue une occasion pour améliorer les
méthodes de diagnostiques notamment le diagnostic biologique de I’infertilité
masculine. Cette étude permettra également de découvrir d’autres étiologies
(causes) de I'infertilité¢ masculine qui ne sont pas exploré par le spermogramme
normal. Elle permettra de comprendre aussi la corrélation entre la qualité du

noyau des spermatozoides et I’infertilité masculine
10- Risques et inconvénients liés & la participation 2 la recherche
Le seul inconvénient de votre participation & I’étude est le temps que vous

devrez consacrer I’entretien et le prélévement du sperme qui n’est parfois pas

facile, ni agréable. Sinon votre participation est & titre informatif.
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11- Confidentialité des données de la recherche

Tous les renseignements recueillis pour I’étude sont confidentiels et anonymes. A
ce titre, toutes les informations obtenues dans le cadre de cette recherche sont
couvertes par le secret professionnel conformément aux lois en vigueur au Bénin.
Pour ce faire, les renseignements seront codés, le numéro de code vous ayant été
attribué sera utilisé pour toutes les analyses des résultats. Ces résultats pourront
étre publiés ou communiqués dans un congrés scientifique mais aucune

information pouvant vous identifier ne sera dévoilée

12-Personne 2 contacter en cas de probleme

N'hésitez pas & poser des questions & tout moment pendant I'étude. Si vous avez
un probléme ou d'autres questions & propos de I'étude ou de vos droits en tant que
participants, veuillez communiquer avec H. Marina S. DEGBELO + 229 62 85 08
96

13- Approbation du protocole de recherche

Le protocole et les procédures opérationnelles ont été soumis pour approbation
au Comité d’Ethique de la Recherche (CER-ISBA), cer isba@yahoo.fr
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Annexe 7 : feuille de paillasse de lecture des lames

Date

Numéro

Bleu de toluidine

Test de Condensation/Décondensation

Orange acridine

Test de fragmentation

Conclusion générale

Normal

Moyen

Mauvais

Conclusion
partielle

Normal

Moyen

Mauvais

Conclusion partielle
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RESUME

Introduction : Le spermogramme explore les différentes étapes de production et de transport des spermatozoides
ainsi que la production des glandes annexes. L’intégrité de la chromatine des spermatozoides a été reconnue
comme un facteur important de I’infertilité masculine. Des anomalies de la condensation de la chromatine peuvent
entrainer des altérations de I'ADN du type fragmentation. De nouvelles approches sont nécessaires pour mieux
explorer I’infertilité masculine.

Objectif : Evaluer la qualité de I’ADN spermatique chez les hommes infertiles a Cotonou.

Patients, matériels et méthode d’étude : 11 s’est agi d’une étude transversale analytique portant sur des patients
venus dans le cadre d’un bilan d’infertilité. L’étude s’est déroulée sur une durée de 06 mois allant du mois de mai
a octobre 2023, dans trois laboratoires de Cotonou.

Résultats : L’age moyen était de 36,71 * 6 ans avec des extrémes entre 21 ans et 72 ans. Les fonctionnaires étaient
la classe professionnelle la plus représentée. L’infertilité primaire dominait (61%) avec une durée moyenne
d’infertilité de 5 ans. Les oreillons et la varicocéle étaient retrouvés respectivement chez 31,41% et 34,28% des
patients. L’IMC moyen était de 25,44 + 3,04 kg/m?. Selon les normes de 1’OMS, les anomalies du spermogramme
retrouvées étaient : I’asthénozoospermie (40%), la nécrozoospermie (42%), 1’oligozoospermie (22%) et la
tératozoospermie (55%). La coloration au bleu de toluidine a permis d’évaluer le niveau de décondensation qui
était > 25% chez 29,35% des patients ; la valeur moyenne était de 37,88% avec des extrémes de 25% et 73%. La
coloration a 1’orange acridine a permis d’évaluer le taux de fragmentation qui était > 25% chez 20,18% des
patients ; la valeur moyenne était de 42,36% avec des extrémes de 25% et 99%. Une relation entre le niveau de
décondensation, le taux de fragmentation de I’ADN spermatique et les paramétres spermatiques a été établie. Ainsi
qu’une relation statistiquement significative entre le niveau de décondensation et le taux de fragmentation a été
mise en évidence (p-Value=0,0031).

Conclusion : Le spermogramme a lui seul ne permet une exploration compléte de ’infertilité masculine. Il
n’explore pas la qualité fonctionnelle des gamétes. Il serait judicieux d’associer 1’étude de la qualité de I’ADN
spermatique au spermogramme dans 1’exploration de routine de 1’infertilité masculine.

Mots clés : infertilité masculine, spermogramme, fragmentation, décondensation, ADN spermatique.

ABSTRACT

Introduction: The spermogram explores the different stages of sperm production and transport as well as the
production of accessory glands. Sperm chromatin integrity has been recognized as an important factor in male
infertility. Abnormalities in chromatin condensation can lead to DNA damage such as fragmentation. New
approaches are needed to better explore male infertility.

Objective: To evaluate the quality of sperm DNA in infertile men in Cotonou.

Patients, materials and study method: This was an analytical cross-sectional study involving patients who came
as part of an infertility assessment. The study took place over a period of 06 months from May to October 2023,
in three laboratories in Cotonou.

Results: The average age was 36.71 + 6 years with extremes between 21 and 72 years. Civil servants were the
most represented professional class. Primary infertility dominated (61%) with an average duration of infertility of
5 years. Mumps and varicocele were found in 31.41% and 34.28% of patients respectively. The average BMI was
25.44 + 3.04 kg/m2. According to WHO standards, the spermogram abnormalities found were: asthenozoospermia
(40%), necrozoospermia (42%), oligozoospermia (22%) and teratozoospermia (55%). Toluidine blue staining
made it possible to evaluate the level of decondensation which was > 25% in 29.35% of patients; the average value
was 37.88% with extremes of 25% and 73%. The acridine orange staining made it possible to evaluate the
fragmentation rate which was > 25% in 20.18% of patients; the average value was 42.36% with extremes of 25%
and 99%. A relationship between the level of decondensation, the sperm DNA fragmentation rate and sperm
parameters was established. As well as a statistically significant relationship between the level of decondensation
and the fragmentation rate was highlighted (p-Value=0.0031).

Conclusion: The spermogram alone does not allow a complete exploration of male infertility. It does not explore

the functional quality of gametes. It would be wise to combine the study of the quality of sperm DNA with the
spermogram in the routine exploration of male infertility.
Key words: male infertility, spermogram, fragmentation, decondensation, sperm DNA.
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