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Depuis 1940 la solution la plus em-
ployée dans le monde entier pour la di-
luition du sperme est celle préparée d'a-
prés la formule de Salisbury (1), com-
posée de jaune d'oeuf trés frais de poule,
et sodium citrate dans da I'eau bi-disti-
lée.

Cette solution a l'avantage d’étre pra-
tique, simple et peu colUteuse, comme re-
connu par tous las Auteurs, et, parait-il,
méme en Rusie (2) ou I'on voudrait rem-
placer les solutions de phosphate étudiée
dans le passé par les Auteurs susdits (3)

Dans lI'une de nos autres publications,
outre la nécessité que le sodium citrate
employé soit classifié “pur & l'analyse,
nous avons souligné le fait que se produit
peut cristalliser avec une quantité d'eau
différente. Par conséquent, avec la va-
riation du poids moléculaire, la concen-
tration en gramme, de méme, doit étre
différente.

Suivant les instructions du “Sub-
Committee of the Breeding Committee
of the American Dairy Science Associa-
tion” en 1943: “The Organisation and
Operation of Artificial Breeding Associa-

tions” I’'on conseille d’'ajouter 4,76 gram- .

mes de sodium citrate de la formule (Na3
C6 H5 07); 11 H20 dans 100 cc. deau
bi-distillée, ou bien 3,92 grammes de so-
dium citrate de la formule Na3 C6 H5
07 2 H20 toujours en 100 cc‘d’eau bi-
distillée.

Salisbury, dans ses travaux originaux,
nome une concentration pareille & M/15,
c’est a dire a la quinziéme partie du po-
ids moléculaire. Salisbury et Willett con-
seillent de dissoudre dans 1 litre de H20
lii-dilstillée, 47,615 grs. de sodfsam ci-
trate a I'état cristallin et pur a l'analyse,
en employant le sodium citrate de la for-
mule 2 Na3 C6 H5 07; 11 H20.

Dans les instructions rédigéss par la
Rutgers University ds New Jersey, on
trouve les indications suivantes: “Dis-
solve 36 grams of crystalline sodium ci-
trate Na3 C6 H5 07. H20 in one liter
(1000 mi) of water distilled over glass.
pH buffer 6.7 to 6.8”.

Nous avons obtenu les meilleurs ré-
cultats en dissolvant en 1000 grs. a’eau-
bi-distillée 39.20 grs. de sodium citrate
(neutre tri-sodique) de la formule sui-
vante: CH2 COO Na

I
C(OH)-COO Na + 2H20
|

CH2 - COO Na

Suivant les premieres indications de Sa-
lisbury et ses collaborateurs la solution
devait étre préparée en mélangeant en
proportions égales la solution de sodium
citrate et le jeune d'oeuf de poule. Des
recherches supplémentaires ont démon-
tré que, en cas de nécessité, on peut mé-
langer dans les proportions d’'un volume
de jaune d'oeuf et 3-4 volumes de solu-
tion de sodium citrate:

Salisbury, Beck, Cripps and Elliott
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(4) ont publié en 1943 les premiers sé-
sultats sur les dégrés de fécondation ob-
tenus dissolvant le sperme de taureau
dans la solutions susdite et dans la pro-
portion de 1 volume de sperme et 14-16
volumés de solution. En 1945 Salisbury,
Elliott et van Denmark (5) démontré-
rent que la proportion pouvait étre éle-
vée jusqu'd 1:50 volumes. En 1946 Sa-
lisbury. (6) reporta les résultats obtenus
avec des dilutions de 1:60, 1:80, 1:100
volumes pourvu que le nombrecdes s-
permatozoides injectés dans I'appareil

génital de la femelle ne soit pas inférieur
aux 12.000.000.

Willett, & son tour, reporta en 1947 d'étre
en train de faire des recherches au cours
desquelles il avait employé des dilutions
jusqu’a 1:150 volumes (7).

Plus récemment ce méme Auteur a
reporté quelques lines de ses expérien-
ces avec sperme dilué de 1:100 a 1:300
volumes, tout en obtenant des dégrés re-
marquables de fécondité & la premiére
injection (Table 1)

TABLE 1
MOYYENE DES NON-RETOURS ENCHALEUR, NOMBRE DES SPERMA-

TOJOIDES ET SPERME DILUFE’
LES QUATRE EXPERIENCES.

ENDIFFERENTES PROPORTIONS DANS

(Les numéros entre parenthéses signi-fient le nombre moyen (en million) des
spermatozoides par cc. de sperme dilayé)

Pourcentage moyen des non-retours en
mcha'eur et nombre des spermatozoides

Exps- Inocu par cc. de sperme délayé.
rience lation

{00 125 150 200 300
1 2146 60.7 (12.3) 575 (9.8) 57.0 (8.2)
I 3449 683  (12.7) 683 (8.5) 656 (6.4)
Il 1441 650  (10.1) 640 (6.6) 59.9 (4.44)
v 4338 65.0 (10.1) 619 (5.1) 595 (3.44)

Salisbury et Bratton en 1948 (8) ont
reporté leurs expériences d’insémination
artificielle en employant sperme délayé
a la proportion de 1:100, 1:150, 1:200,
1:300, 1:400 volumes, en obtenant un
pourcentage de résultats positifs aprés
une seule inoculation & peine plus bas
gu’'avec des diluitions moins élevées. Les
meilleurs résultats ont été obtenus par
ces Auteurs lorsqu’ils ont injecté a cha-
gué vache de 5 & 10 millions de sperma-
tozoides. ,

donées expérimentales & ce sujet (10).
lis expliqguent les avantages remarqués
comme une accién exercée sur le méta-
bolisme du sperme, avec inhibition con-
temporaine du dévéloppement bactério-
logique. Cette derniére action a été dé-
montrée par Foote et Salisbury en 1948
(11) en comparant I'action bactéricide de
20 différents sulfonamides, qui pourtant
est résultée négative dans le cas du Pseu-
donomas pyccyaneus. L’addition d’au-
tres agents antibiotiques, y compris la

Il faut pourtant remarquer que Salis-péniciline, n’a pas donné, en général, des

bury et Bratton avaient ajouté a la solu-
tion originale 33 mgr. de sulfonamide
pour 100 mi. de solution.

,Les premiers résultats obtenus de I
addition de sulfonamide au sperme de
taureau furent annoncés par Knodt et
Salisbury déja en 1946 (9), et en- 1947
ces mémes Auteurs publiérent d’autras

résuitats trop favorables, comme I'ont
déclaré ces Auteurs mémes en 1948 (12)

Karlshoj et Rasbeck en 1949 ont publié
les résultats de quelques recherches sur
la dilution du sperme de taureau. D’aprés
ces résultats les solutions préparées avec
rence appréciable dans la vitalité des
les jaunes d’oeuf et avec I'addition de so-
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dium citrate, sulfonamides et pénicilli-
ne auraient le pouvoir d’augmenter le
dégré de fécondité a la premiére inocu-
lation (13).

Plusieurs autres Auteurs en Amérique
et en Europe ont étudié le probléme de
la diluition du sperme en employant la
formule originale de Salisbury et colla-
borateurs, avec ou sans I'addition de dif-
férents agents atibiotiques. Les résultats
obtenus ont été practiquement les mé-
mes.

Dimitropoulus, Hennaux et Cordiez en
ajoutant 30 mg. de sulfanilamide & 10
cc de sperme délayé dans une solution
de sodium citrate et jaune d'oeuf, ont
remarqué aprés une conservation de 5-7
jours, une augmentation de 20 a 30%, des
spermatozoides vivants. La sufanilamide
n'a eu aucun effet sur la survivance des
spermatozoides en présence du Brucella
abortus et du Bacterium coli (14).

Hennaux, Dimitropoulus jet Cordiez
ont expériménte l'effet de la Streptomy-
cine sur la vitalité du sperme de taureau
(15). De iriéme Almquist, Glantz et
Thorp ont remarqué I'effet bactéricide
de la Streptomycine sur la vitalité et la
flore bactérienne du sperme de taureau
(16). En ajoutant cet antibiotique dans
la dose de 0 a 2000 g. pour mi. de sperme
délayé dans la proportion de 1:24 volu-
mes avec solution de jaune d’oeuf et so-
dium citrate, ils, n'ont remarqué aucune
différence appréciable entre la vitalité
du sperme des spécimens contenant S-
treptomycine de 0 a 1000 m. pour mi.
Cepedant ils observérent une grande di-
minution de la vitalité dans les spéci-
mens contenant 1250, 1500 et 2000 de
Streptomycine pour mi. de sperme.

En délayant le sperme de taureau avec
la solution sodium citrate et jaune d'oeuf
dans la proportion de 1:24, ces mémes
Auteurs n’ont remarqué aucune diffé-
spermatozoides pendant la conservation.

a 4-59 C. de la durée do 20 jours en ajou-
tant de 0 a 750 Unités Oxford dee Péni-
cilline pour mi. de sperme délayé, ou de
la durée de 6 jours en ajoutant de 250
4 1000 Unités Oxford de Pénicilline. Au
contraire, une diminution appréciab’e de
la vitalité des spermatozoides a été re-
marquée lorsque la Pénicilline était a-
joutée en quantité supérieure aux 2000
Unités. Le pourcentage moyen des sper-
maiozoides vivants pendant la conserva-
tion da 20 jours diminua de 0.9% pour
chaqué 250 Unités de Pénicilline ajoiitée
L’addition de la Péniccilline au sperme
de diluition récente et au sperme conser-
vé pendant 8 jours a retardé le dévélop-
pement de la flore bactérienne.

En Scandinavie Romijn (18) a été a
méme d’'établir que I'action du jaune d’
oeuf frais ajouté au sperme de taureau
en augmente la consommation d’oxygé-
ne. Daprés cet Auteur il parait que le
sperme auquel.le jaune d'oeuf n'a pas
été ajouté ait une plus grande reduction
de l'activité métabolique.

Les expériences faites auprés du Cen-
tre* pour Taureaux de I'Institut et les
observations statitiques cinfirment avant
tout, la nécessité d’'une extréme diligen-
ce soit dans le préparation de la solution,
soit dans la vérification de l'orig'ne des
é’eménts qui la composent (sedium citra-
te chimiquement pur, oeuf de poule pon-
du plus de 24 auparavant, etc.), soit en-
core dans la parfaire correspondance en-
tre la température du sperme et celle de
la solution a I'époque de leur mélange.

Les hautes diluitions indiquées par d’
autres Auteurs n’ont jamais été emplo-
yées faute de nécessité. En effet, comme
on peut le voir dans la Table II, la quan-
tité totale de sperme obtenus des 5 tau-
reaux pendant toute lI'anné est de 2.534
cc. et aurait été suffisante 4 elle seulé a
inséminer un nombre de vaches beau-
coup plus élevé de ce qu’on o fait.

TABLE 1l
Quantité Diluition Diluition Diluition Diluition
de sperme 1:25 1:50 1.75 1:100
2.534 cc. 65.350 cc 126.700 cc 190.050 cc 253.400 cc
Vaches i. a.
(1 cc Chaqueé) 65.350 126.700 190.050 253.400
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La proportion de diluition atteinte (par
pport aux applications & effectuer), a
été done de 1:20 volumes.

La Table Ill. donne les résultats obte-
nus avec les différents dégrés de diluition
chez les différents. Centres. Dans la Ta-
ble 1V, au contrairé, on trouve ies den-
nées relatives aux 5 taureaux employés,

Pour.-conclure nos observations nous
permettent done de souligner ce qui suit.:
1) La solution de sodium citrate et jau-

ne d’oeuf de poule, d’aprés la formule de .

Salisbury, est meilleure de n’importe
quelle. autre solution préparée juasqu'a
présent, pourvu que:

a) Les ingrédiemts qui la composent

m . soient choisis avec le plus grand soin.

b) La préparation soit effectuée avec
précision, en tenant compte aussi que
le polircentage de sodium citrate va-
rie suivant le poids moléculaire du

J, produit.employé, et précisément par
rapport au nombre des molécules d’
eau de cristallization présentes.

c¢) La mélange de la solution avec le
sperme soit effectué de facén a évi-
ter tout shock thermique causé par
la différence de température entre les
deux éleménts.

d) On ait le plus grand soin d'éviter
toute contamination de la solution et
les altérations dans sa composition.
2) La diluition systématique du sperme

est considérée favorablement non tant

pour l'augmentation de la quantité du
sperme méme (et par conséquent pour
la possibilité d'inséminer artificiellement
un nombre de vaches plus élevé avec une
seule éjaculation), mais encore parceque
son intégrité peut étre mieux défendue
et le pouvoir fécondateur de celui-ci peut
étre concervé plus longtemps, pour un
ensamble de raisons biochimiques-phy-
siques qui n’ont pas enicore été toutes
expliquées. .

3) Nous n’avons pas expérimenté des
dilutions trés élevées, cependant l'exa-
men des données recueillies feraient croi-
re que les diluitions plus élevéés (1:15 en
sus) sont les meilleures.

4) En général notre expérience et celle
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d’autres Auteurs est d'accord sur trois
observations d’importance pratique re-
marquable sur les quelles nous jugeons
nécessaire attirer l'attention des opéra-
teurs:

a) Les diluitions au-dessous de 1:3-1:4
volumes ne sont pas avantageuses
pour le moindre résultat technique
de la diluition méme. La quantité exé-
dante du matériel fécondateur dispo-
nible peut étre aisément éliminée
sans causer aucun danger, tandis qu'il
cst toujours utile pouvoir disposer a
chaqué instant d'une quantité suffi-
sante de sperme pour toute circons-
tance imprévues sans avoir recours &
des récoltes supplémentaires.

b) Le maximum du pouvoir fécondateur
du sperme délayé se produit de 5 a
8 h. aprés la diluition. Pour cette rai-
son on conseille aux Centres pour
Taureaux d’organiser leurs procédés
de facon que le sperme preparé ne
soit jamais employé avant ce délai.
Si les différentes oparations de pré-
paration du sperme seront effectuées
avec la plus grande diligence, il pou-
rra étre conservé .pendant 36-49 h.
sans difficulté.

e) Ls dégré de diluition qui peut conve-
nir au sperme est évidemment en re-
latiorv au nombre des spermatozoides
actifs et morphologiqguement norma,
c’est a dire probablement féconds y
contenus.

Salisbury, et Bratton (19), comme
nous P avons dit daja, jugent qu’il suffit
d’injecter dans le canal cervical des va-
[:hes qu\>n doit inséminer artiivoieUp-
ment, de 5 & 10 millions de spermatozoi-
des vivants et féconds. Malheureusement
c’est difficile de juger le pourcentage de
spermatozoides vivants et féconds con-
tenus dans un spécimen de sperme (meé-
thode de la chambre de comparaison (20)
d’ aprés Blom).

D’autre part le calcul des spermato-
zoides (méthode pour le calcul des glo-

bules, de I'opacimétre, etc.), ne peut pas
étre effectué chaqué fois trop aisément.

On peut alors adopter la méthode sui-
vante qui, quoique expérimentale, est suf-
fisante dans la practique. Comme tout
le monde sait les caratéristiques du sper-
me peuventt étre exprimées par la for-
mule du sperme de chaqué sujet, & voire:

DD = Sperme trés dense avec plus
de 2 millions de spermatozoides par
mmec. (2 billions sus par cc.)

D = Sperme dense avec 800.000-
2.000.000 dei spermatozoides par mmc.
(de 800 millions a 2 billions par cc.)

. SD = Sperme démi-dense avec 500.000-
800.000 spermatozoides par mmc. (de 500
a 800 millions par cc). ,

R = Sperme clair avec moins de
500.000 spermatozoides par mmc. (moins
de 500 millions par cc.)

O = Oligospermie (21) avec moins de
200.000 spermatozoides par mmc. (moins
de 200 millions par cc.)

A = Absence de spermatozoides.

Par contre Il'activité est exprimée en
général d’aprés la méthode ainsi dite des
cinquiémes, & voire:

5/5 si l'activité inclut de
des spermatozoides.

80 a4 100%

4/5 si l'activité inclut de 60 a 80%
des spermatozoides.

3/5 si l'activité inclut de 40 &4 60%
des spermatozoides.

2/5 si l'activité inclut de 20 a4 40%
des spermatozoides.

1/5 si l'activité inclut de 0 a 20%

des spermatozoides.
N s il n'y a pas du tout d’activité.

La Table V indique les jugements qui
pourraient étre adoptés pour décider le
dégré de diluition du sperme en tenant
compte de la concentration ou densité
des spermatozoides et leur activité rela-
tive.
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TABLE V
Tres dense (DD) Dense (D) Démi-dense (SD)

Activité diluition Diluition diluition
*) . (%)

Min. Moy. Max. Min. Moy. Max. Min. Moy. Max.
5/5 50 100 150 20 50 100 5 10 30
4/5 25 50 80 10 25 50 ) . -
3/5 5 10 20 3 8 10

(*) Le sperme cleir (R) ne doit pas
étre employé.

(**) Le sperme avec une activité au
dessous des 4/5 n'est pas trop indiqué
pour l'insémination artificielle.
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