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PARTIE | : CONTEXTE GENERAL

C’est en 1978 que Louise Brown voit le jour au Royaume-Uni. Elle est le premier enfant
né apres une Fécondation In Vitro (FIV) gréce a I’étroite collaboration entre le Docteur Robert
Edwards (prix Nobel de medecine en 2010) et le Docteur Patrick Streptoe (1,2). Depuis,
I’ Assistance Médicale a la Procréation (AMP) a connu un essor particulierement important. A
I’heure actuelle, plus de cing millions d’enfants sont nés grace a cette spécialité médicale
relativement nouvelle (2,3). De nombreux progrés ont été réalisés permettant d’améliorer les
taux d’implantation embryonnaire et de grossesse. Cependant, d’autres avancées scientifiques
sont encore souhaitées afin d’augmenter les taux de réussite et de diminuer le nombre de cycles
d’AMP nécessaires pour obtenir une grossesse et par la suite un enfant en bonne santé (3).

In vitro, I’embryon est soumis a des conditions trés différentes des conditions in vivo et
est ainsi affecté par différents facteurs, sources de stress (3). A titre d’exemple, in vivo apres la
fécondation et les prémices du développement embryonnaire, I’embryon est exposé a un
environnement hormonal, nutritif et cytokinique variant de maniére trés importante lors de sa
progression des trompes de Fallope en direction de la muqueuse utérine (4). A I’inverse, in
vitro, I’embryon reste statique et en contact avec une quantité importante de milieu de culture
de composition invariante, et dans lequel les substances issues du métabolisme embryonnaire
stagnent jusqu’au changement éventuel de milieu ou au replacement de I’embryon dans I’utérus
(3). Par ailleurs, la simple manipulation de I’ovocyte ou de I’embryon par pipettage peut induire
un stress delétere a son developpement si cette opération est réalisée trop brutalement (par
I’activation de voies de phosphorylation) (5). Wale et Gardner ont résumé dans la figure ci-
aprés I’ensemble des facteurs physiques et chimiques pouvant étre deléteres in vitro pour
I’embryon (3).

QC and QA:
« Identify possible toxins in the laboratory
< Maintainimprove efficacy

Oxygen concentration: Tissue Culture Ware
* Reduce 1o <10% = Emission of VOCs
« Include antioxidants in media * Appropriate QC to avoid embryo toxicity

All?urnin: P Static Cuilture
. 3><3‘0<1‘-’10ff¥;t'11 3‘5"‘1:'"-'"" _'T'ay" I '1?_’1‘“?-3:'35 YV i\ - Leads to changes in medium composition
+ Role for recombinant albumin for safety and / % » Creation of unstirred layers
standardization K X « Toxin build-up
’a - ’A
\
A
Number & type of Incubators: R e Number of Embryos & Drop Volume:
« Effects on pH and temperature stability = Impacts efficacy of embryo derived factors

Oil overiay: Isolettes:
« Reduce shifts in pH & provide greater » Maintain constant pH & temperature stability
temperature stability « Provides barrier to VOCs

Pipetting Air quality.

 Minimize number of manipulations = Monitor frequently
« Use of the slowest speed with gentie « Off-gas plastic ware if required
pipetting action « Use of appropriate filtration

Light
« Minimize exposure

Figure 1 : Facteurs chimiques et physiques pouvant affecter le développement embryonnaire in vitro (3)



Une synergie d’action négative semble exister si ces différents éléments de stress
embryonnaire sont associés (2,3). Devant de si nombreuses sources d’altération du
développement embryonnaire, un maximum d’efforts doit étre effectué pour rendre la culture
in vitro la moins néfaste possible, et ceci méme si I’embryon est rapidement transféré au stade
clivé au troisiéme jour (J3). En effet, Wale et Gardner soulignent que la réponse embryonnaire
au stress est finalement la plus importante dans les premiers stades du deéveloppement
embryonnaire, c’est-a-dire avant le stade blastocyste a J5, I’embryon étant plus vulnérable avant
le phénomene de compaction (3). Par ailleurs, la culture prolongée présente aujourd’hui un
veritable intérét dans le cadre de I’amélioration des taux de réussite en FIV, mais il est 1égitime
de s’interroger sur un lien potentiel entre cette culture longue et la survenue ultérieure de
pathologies potentiellement graves. Scherrer et al. décrivent ainsi le développement de
maladies vasculaires chez les enfants congus par FIV (6). Pour certains auteurs comme Quinn
et al., les conditions de culture in vitro ne pourront jamais imiter pleinement le développement
in vivo (7). Les auteurs rappellent que le principal objectif d’un systeme de culture adéquat est
d’assurer un développement embryonnaire correct, permettant de sélectionner les embryons
dotés du meilleur potentiel de développement (7). C’est ainsi que le systeme de culture utilisé
permettra d’obtenir de bons taux de grossesse et d’accouchement (8).

Etant donné la sensibilité des gamétes et des embryons, chaque laboratoire pratiquant
I’AMP doit se doter d’un systeme de management de la qualité permettant de limiter les causes
d’atteintes embryonnaires (3). C’est d’ailleurs une obligation réglementaire figurant dans la
Directive Européenne 2004/23/CE du Parlement Européen et du Conseil (9). La société savante
européenne de médecine de la reproduction et d’embryologie, ESHRE (European Society of
Human Reproduction and Embryology), publie des guidelines ou recommandations de bonnes
pratiques, indiquant les conditions minimales requises pour un laboratoire souhaitant pratiquer
I’AMP, et pour favoriser I’existence d’un systeme qualité rigoureux dans tous les laboratoires
d’AMP européens (10).

Les composes en contact avec les cellules tels que les milieux de culture ou
consommables peuvent étre néfastes et méme les boites de culture ou autres éléments plastiques
peuvent altérer le développement embryonnaire par I’intermédiaire d’une libération de
Composés Organiques Volatils (COV). Aussi, une attention particuliére doit-elle étre apportée
a I’étude de la repro-toxicité potentielle de tous les produits et éléments du laboratoire d’AMP
(3,11). La loi francaise mentionne ces aspects dans le décret du 19 juin 2008 (transposition de
la Directive Européenne 2004/23/CE) ainsi que dans I’arrété du 3 aolt 2010 et I’arrété du 30
juin 2017 (12-14). Les recommandations de bonne pratique de ’ESHRE mettent en évidence
que tout réactif, milieu de culture ou consommable d’approvisionnement commercial entrant
au laboratoire doit faire I’objet d’un suivi et d’un enregistrement dans le systeme qualité. Les
consommables doivent permettre une culture cellulaire sans aucune toxicite. En d’autres
termes, ils doivent étre « reprosafe » et doivent donc étre vérifiés par la réalisation d’un test de
repro-toxicité sur embryons de souris « Mouse Embryo Assay » (MEA) (10,15). Les experts de
la Société Américaine de Médecine de la Reproduction « American Society for Reproductive
Medicine » (ASRM) recommandent également que tous les milieux soient testés par des
controles qualités comme le MEA ou le « Human Sperm Survival Assay » (HSSA) (16).



Ces différentes références et guidelines de qualité au laboratoire d’AMP ont été établies
dans la mesure ou le taux de succes des tentatives de FIV est étroitement corrélé a la qualité des
produits utilisés au laboratoire d’AMP. Le taux de fécondation en FIV et par la suite le taux de
grossesses et d’accouchement sont de bons indicateurs dans la procédure qualité du laboratoire
pour Vérifier I’absence de toute anomalie. Cependant, une diminution de ces taux ne sera
identifiée que plusieurs jours voire plusieurs semaines apres, rendant tardive la détection d’un
potentiel produit dangereux et la mise en place d’une action corrective (7,17). La réalisation de
tests de repro-toxicité pour vérifier I’innocuité des milieux de culture, consommables et autres
dispositifs sur les embryons et gametes humains apparait donc essentielle dans la procédure
qualité du laboratoire (18-21). De nombreuses méthodes d’évaluation ont ainsi émergé pour
évaluer le plus précisément possible I’impact potentiel de tout élément en contact direct ou
indirect avec I’embryon (22). Cette évaluation préalable a leur utilisation dans les protocoles
d’AMP concerne tous les elements utilises au laboratoire lors de la préparation de sperme avant
insémination intra-utérine (11U), ainsi qu’a toutes les étapes de la FIV : lors de la récupération
des ovocytes contenus dans le liquide folliculaire ponctionné, des manipulations embryonnaires
et ovocytaires, de la culture embryonnaire, du transfert embryonnaire et de la congélation-
vitrification des gamétes et embryons (18). Dans une premiére partie de ce travail, nous
aborderons les principaux tests de repro-toxicité applicables en AMP.

Un composé peut impacter I’embryon ou les gametes de maniére indirecte par la
libération de COV. La qualité de I’air au laboratoire d’AMP revét donc une importance
particuliere. Les recommandations de I’ASRM stipulent méme que la qualité de I’air représente
un facteur critique au laboratoire d’AMP sans pour autant fixer de normes (16). La Directive
Européenne 2006/86/CE renforce les exigences concernant les caractéristiques des laboratoires
d’AMP sur le plan de la contamination microbienne et des particules présentes dans I’air. En
revanche, une filtration des COV n’est pas specifiquement obligatoire (23). En France, les
recommandations détaillées dans I’arréte du 30 juin 2017 relatif aux regles de bonnes pratiques
font de méme (14). A contrario, la réglementation Brésilienne exige une qualité de I’air type
« salle propre » définie par I'ISO 14644-1 (maximum de 3530 particules de dimension
supérieure ou égale & 0,5 um/m°) et précise que les systémes de ventilation devraient étre
équipés de filtres comportant du charbon active pour adsorber les COV (24). Or, les produits
de bionettoyage utilisés dans les laboratoires peuvent tout a fait étre a I’origine d’un
dégagement de COV et les lois francaises indiquent méme que ces produits bionettoyants
doivent étre choisis parmi ceux ne presentant pas de toxicité connue sur les gametes, les tissus
germinaux ou les embryons aux doses employées (12,13). Dans une deuxiéme partie de ce
travail, nous établirons donc une description des principaux produits de bionettoyage utilisés
dans les laboratoires d’AMP francais ainsi qu’un rappel sur les COV et leurs effets repro-
toxiques. Enfin, une partie expérimentale exposera les travaux de I’étude BIONETTOX-FIV,
réalisée dans le but d’évaluer le potentiel impact indirect sur des spermatozoides humains des
deux principaux produits de bionettoyage des étuves en AMP via un dégagement de COV. Ce
travail a notamment permis de définir un nouveau mode opératoire in vitro, indicateur de repro-
toxicité environnementale et de qualité de I’air au laboratoire d’AMP.

10



| Tests de repro-toxicité et AMP

I.1. La repro-toxicité et ses méthodes d’évaluation

La repro-toxicité désigne les altérations de la fertilité et les altérations du développement
causeées par des produits chimiques ou des facteurs physiques comme les radiations ionisantes
ou la température. Par définition, la toxicité pour le développement stricto sensu correspond
aux effets néfastes sur I'organisme en croissance depuis le stade embryonnaire jusqu'au moment
de la maturation sexuelle. L'embryo-toxicité désigne les effets toxiques entre la conception et
le stade feetal. Enfin, la tératogénicité est définie par I’induction de malformations structurales
aprés I’embryogenese (25).

Pour évaluer la repro-toxicité d’un produit utilisé au sein d’un centre d’AMP, la
méthode d’évaluation la plus appropriée est celle présentant la meilleure sensibilité, la meilleure
robustesse, et celle mimant finalement le mieux les conditions du laboratoire dans lesquelles se
retrouvent les gameétes et embryons humains lors de leur passage in vitro (19). Ce test doit étre
indépendant des facteurs cliniques pour prouver une Véritable repro-toxicité inhérente au
matériel ou produit testé (8). L’utilisation d’embryons humains étant interdite a des fins de
recherche, plusieurs tests de repro-toxicité applicables au laboratoire d’AMP ont été développés
(22).

Dans leur étude prospective d’une durée de 4 ans sur les tests de repro-toxicité, Nijs et
al. ont répertorié I’utilisation de ces différents tests en AMP (18). Ils listent notamment
I’ensemble des techniques disponibles, résumées dans la figure 2. En italique figurent les
techniques simplement citées et non développées par la suite.

Follicle BioAssay (FBA)

Fibroblast culture In Vitro Fertilization assay (IVF)

Turbidimetric measuring Mouse Embryo Assay (MEA)

Sperm membrane passage Embryo implantation assay

Sperm Survival Test (SpST) . Embryonic Stem cell Test (EST)
Hybridoma cells

Bull sperm motility test
Bovine hemizona assay

Hamster sperm motility test
Oocyte comet assay
CHO KI (ovary cells)

Rabbit sperm motility test

b 4
¢ i )

-

Figure 2 : Techniques d'évaluation de la repro-toxicité en AMP (d'aprés Nijs et al. (18))
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|.2. Tests d’origine murine

L’ensemble des tests réalisables chez la souris offre un outil d’évaluation complet de la
repro-toxicité potentielle d’une substance. Le « Follicle BioAssay » (FBA) permet d’analyser
la fonction ovarienne in vitro et d’évaluer I’impact du compose a tester sur la folliculogenese
et la maturation ovocytaire in vitro. Le test « In Vitro Fertilization assay » (IVF) explore
I’impact sur la fécondabilite des gametes exposees a long terme. Le « Mouse Embryo Assay »
(MEA) s’intéresse aux effets potentiels sur I’implantation embryonnaire et une embryo-toxicité
précoce. Enfin, la toxicité sur I’organogenése précoce est quantifiée par le test sur les cellules
souches embryonnaires « Embryonic Stem cell Test » (EST) (26).

1.2.1. « Follicle BioAssay » (FBA)

Le FBA permet d’étudier la folliculogenése, la maturation et la qualité ovocytaire in
vitro (27).

Les ovocytes sont des cellules nécessitant une croissance longue et une maturation
conséquente s’étalant sur plusieurs semaines chez la souris et plusieurs années dans I’espece
humaine. L’implantation embryonnaire nécessite que la ségrégation chromosomique
ovocytaire ait eu lieu correctement. Les erreurs de ségrégation peuvent notamment mener a des
aneuploidies se traduisant par des avortements spontanés. Dans les protocoles d’études de
repro-toxicité in vivo, I’analyse de la production d’ovocytes de bonne qualité est difficile a
réaliser car peu d’ovocytes sont disponibles pour étre analysés et leur durée de vie est courte
aprés I’ovulation. De plus, I’ovaire est constitue d’un pool de follicules n’étant pas tous au
méme stade de développement et donc de vulnérabilité variable. L’interprétation de I’impact
de I’exposition aux substances testées est donc particulierement difficile. Le systeme de culture
du follicule pre-antral de la souris permet la croissance et le développement in vitro de follicules
pré-antraux précoces jusqu’au stade ovulatoire. Ce modele expérimental mime donc la
physiologie ovarienne féminine in vivo avec une différenciation folliculaire, une production
hormonale et une réponse hormonale du follicule menant a sa maturation (27-29).

Ce modeéle a largement été evalué pour sa reproductibilité et les conditions
experimentales a respecter ont été précisées par de nombreux auteurs dont Cortvrindt et al. (29).
Le systeme de culture est basé sur l'utilisation d'une classe homogéne de follicules pré-antraux
intacts précoces de 100 a 130 um de diametre. Quarante follicules de cette classe sont ainsi
collectés par des moyens mécaniques a partir d’une souris de 14 jours. Cette sélection
rigoureuse et I’exposition a un milieu de culture défini contenant des gonadotrophines
permettent une croissance synchrone pendant la culture. Dans un premier temps, les cellules
thécales entament le processus d’adhésion a la boite de culture et commencent & proliférer. A
partir des jours 4 a 6, la prolifération des cellules de la granulosa est visible par I’agrandissement
du diametre folliculaire et la perforation de la membrane basale. Ces cellules se multiplient au
dessus de la monocouche de cellules thécales. Durant la seconde partie de la culture, les cellules
de la granulosa se différencient en 2 sous-populations cellulaires : les cellules de la granulosa
murale produisant des stéroides séparées par une cavité « antrale-like » des cellules du cumulus
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enfermant etroitement I'ovocyte (cf figure 3 sur la structure du follicule tertiaire). Les follicules
en cours de maturation sont trés facilement observables au microscope et leur sécrétion
hormonale peut étre évaluée par dosage dans le milieu de culture (29).
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Figure 3 : Rappel sur la structure du follicule tertiaire (illustration du site www.embryology.ch)
Légende : 1) Ovocyte ; 2) Zone pellucide ; 3) Granulosa ; 4) Théque interne ; 5) Theque externe ; 6) Cavité folliculaire ; 7) Cumulus oophorus
(disque proligére) ; 8) Membrane basale entre theque et granulosa

|

| Preantral | [ Antral

Figure 4 : Evolution morphologique du follicule au cours du FBA (29)

Pendant la folliculogenese in vitro, I’ovocyte mature principalement (comme in vivo)
pendant la phase pré-antrale et reste bloqué au stade de vesicule germinative aussi longtemps
qu’il reste a I’intérieur de la structure folliculaire. Les follicules en culture sont FSH-dépendants
pour leur croissance et deviennent capables de répondre a un stimulus par la LH a la fin de la
culture. L’administration d’un stimulus ovulatoire par hCG ou LH au 12°™ jour de culture
provoque ainsi le détachement du complexe cumulo-ovocytaire, la mucification des cellules du
cumulus et une reprise de la méiose dans lI'ovocyte. Au méme temps, une forte augmentation
de progestérone peut étre mesurée dans le milieu de culture. Ces ovocytes produits in vitro
révelent une morphologie du fuseau normale avec des chromosomes bien alignés comparables
a des ovocytes in vivo dans les essais « controles » (29).
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La substance a tester peut étre incorporée de fagcon continue dans le milieu de culture,

ou au contraire a des temps précis pour déterminer un mécanisme d’action potentiel et I’effet
sur la maturation in vitro (27,29-31).

‘ Preantral Follicle Culture 4‘

rHCG/rEGF
| rOvu

Preantral I

Day 1 Day 2
I Attachment ] Growth,
L Morphology of the Follicle I Spindle,
- - - Karyotype,
| Survival/Antrum Formation I I Mucification l Developmental
e Steroid Production (E2/ P etc.) |

prepubertal
mice I I I | Chemical Exposure '

Figure 5 : Parameétres évalués au cours du FBA et périodes d'exposition a la substance testée (30)

L’evaluation du processus de folliculogenese comprend différents parameétres :

Morphologie folliculaire : observation microscopique tous les 4 jours ;

Survie folliculaire au 12°™ jour : nombre de follicules ayant retenu leur ovocyte. En
effet, une libération ovocytaire précoce est associée a des effets cytotoxiques sur les
cellules de la granulosa et une désorganisation de la structure folliculaire. Ce paramétre
explore donc un potentiel impact cytotoxique du composé testé ;

Etape de différenciation au 12°™ jour : & la fin de la culture, presque tous les follicules
doivent avoir progressé jusqu’a leur stade de différenciation. Si ce n’est pas le cas, cela
peut signifier que la substance testée dans le milieu de culture peut bloquer la
prolifération cellulaire, sans pour autant posséder un effet cytotoxique ;

Mucification des cellules du cumulus au 13*™ jour : Ce paramétre est un indicateur
d’une différenciation normale et de I’expression de récepteurs a la LH par les cellules
de la granulosa murale. 1l refléte par ailleurs la viabilité des ovocytes a I’intérieur de la
structure folliculaire (29).

L’evaluation du processus d’ovogenese comprend differents parametres :

Diametre ovocytaire : reflet de la croissance ovocytaire ;

Stade de maturation nucléaire de I’ovocyte : premier indicateur de la qualité
ovocytaire (vésicule germinative, rupture de la membrane de la vésicule germinative,
émission du globule polaire) (29).
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Figure 6 : Maturation nucléaire ovocytaire aprés stimulation hormonale (27)
Légende : (1) Stade vésicule germinative ; (2) Rupture de la membrane de la vésicule germinative (pas de globule polaire) ; (3) Stade

métaphase 11 (globule polaire) (barre d'échelle : 50 um).

Enfin, d’autres analyses peuvent étre réalisées dans le milieu de culture (dosage des
stéroides), sur les ovocytes ayant rompu leur vésicule germinative ou déja en métaphase de
premiere division méiotique et sur les ovocytes en métaphase de seconde division méiotique
(avec globule polaire émis — analyse génétique par FISH sur le globule polaire permettant la
détection d’aneuploidies chez I’ovocyte et donc chez I’embryon) (29).

Pour étre reproductible, le FBA doit se dérouler dans des conditions rigoureuses :
sélection précise des souris par leur age (12 a 14 jours), contréle de la température (37°C), du
pH, du taux d’humidité et de CO, dans les incubateurs, et composition constante du milieu de
culture a I’exception de la substance a tester (29).

C’est un test efficace qui constitue un trés bon outil informatif permettant d’évaluer les
dangers d’une substance donnée sur la fertilité murine, extrapolée féminine, en précisant
également le mécanisme d’action (27). La facilité d’obtenir un grand nombre de follicules et
d’ovocytes murins avec cette méthode permet d’envisager une analyse aisée de nombreuses
substances pour déterminer leur toxicité (dont le mécanisme d’action) et leur caractére
aneugénique (30).

Figure 7 : Aspect morphologique des follicules pré-antraux murins en fonction de I’exposition a ’ARIMIDEX® (32)
Légende : (C) : Follicule témoin mis en culture pendant 6 jours. Aprés avoir développé une apparence « diffuse » par la prolifération continue des
cellules de la granulosa, le follicule augmente de taille et forme un monticule (barre d'échelle : 45 um) ; (C)' : Follicule cultivé avec 5 pmol/L
d’ARIMIDEX® (inhibiteur d’aromatase) pendant 6 jours de culture : le follicule est devenu plus aplati et la vésicule germinative est mal recouverte
par les cellules de la granulosa (barre d’échelle : 90 um).
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1.2.2. «In Vitro Fertilization assay » (IVF)

Le test IVF est réalisé a partir d’ovocytes exposés en continu a une substance a étudier
durant leur maturation in vitro lors du FBA. Un contrble est systématiquement réalisé en
parallele en utilisant des ovocytes matures obtenus dans I’oviducte de souris témoins.
L’incubation pour I’'IVVF se fait ensuite avec du sperme capacité provenant de souris males
fertiles. Trois heures aprés, les ovocytes sont lavés et replacés dans un milieu de culture pendant
6 jours de maniere a ce que les embryons formés atteignent le stade blastocyste (26,32).

Le taux de fécondation est estime par le taux de zygotes 2 cellules obtenus apres 24h et
le taux de développement embryonnaire est calculé au stade blastocyste. La comparaison avec
le groupe contrble permet de conclure a un effet de la substance testée (26,32).

1.2.3. « Mouse Embryo Assay » (MEA)

Historiquement, de nombreux auteurs dont Quinn et al. ont utilisé le MEA en tant que
controle qualité pour tester les milieux de culture, I’eau utilisee pour leur préparation
(potentielle source de toxiques), mais aussi les techniques pratiquées ensuite dans les protocoles
d’aide medicale a la procréation chez I’Homme (7,22,33-37). Le MEA a été le principal
contréle qualité des laboratoires d’AMP au début de I’ére de la FIV. En Mai 1997, I’American
Association of Bioanalysts (AAB) recensait une utilisation de ce test par 90% des laboratoires
de FIV américains participant a leur étude statistique (159 laboratoires) (7). L’étude de Parinaud
et al. montre que ce test doit se realiser avant utilisation du consommable dans la routine du
laboratoire afin d’éviter tout accident. Les auteurs avaient mis en évidence a posteriori
I’embryo-toxicité d’un type de cathéter avec un MEA et avaient conclu que si ce test avait été
pratique avant I’utilisation des cathéters toxiques, il aurait permis d’éviter une baisse importante
des taux de grossesses (21).

Dans ce test, des souris femelles suivent un protocole de stimulation ovarienne jusqu’au
déclenchement du pic ovulatoire par injection d’hCG. Elles sont ensuite mises en contact avec
des souris males fertiles. Le lendemain de I’accouplement, les zygotes sont collectés dans les
oviductes des souris femelles présentant des bouchons vaginaux (bouchons de copulation), 18h
aprés I’induction de I’ovulation. Ils sont libérés des cumulus (action mécanique et enzymatique
avec utilisation de hyaluronidase) avant d’étre observés au microscope. La distinction entre
zygotes et ovocytes non fecondes se fait par la presence chez les premiers d’un second globule
polaire aplati dans I’espace périvitellin et de 2 pronuclei. Ces zygotes fécondés sont incubés 6
jours a 37°C, 100% d’humidité et 6% de CO, pour atteindre le stade blastocyste. Le milieu de
culture est supplémenté avec la substance a tester pour évaluer son impact sur le développement
embryonnaire précoce. Un groupe contrdle est systématiquement constitué pour prouver
I’impact du composé étudié (cf figure ci-aprés montrant I’essai de Van Merris et al. sur I’impact
de la dexamethasone) (33,38).

L’embryon en phase pré-implantatoire passe par différentes phases métaboliques, en

partant du stade zygote pour atteindre le stade blastocyste. Pendant ce processus de
différenciation, il subit d’importants changements morphologiques (38).
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Les cultures embryonnaires sont donc observées quotidiennement et les parameétres relevés
sont les suivants :

- J2: Taux d’embryons a 2 cellules (nombre d’embryons a 2 cellules a J2 rapporté au
nombre de zygotes mis en culture a J1) ;

- J5: Taux de blastocystes (nombre de blastocystes a J5 rapporté au nombre d’embryons
a 2 cellules a J2) ;

- J6: Taux de blastocystes et capacité a éclore (libération totale ou partielle du blastocyste
de la zone pellucide), ceci étant corrélé a la capacité d’implantation de I’embryon (38).

Si plus de 80% des zygotes ont atteint le stade blastocyste, le milieu de culture ou le
consommable de laboratoire testé est considéré comme non repro-toxique (22).

Quinn et al. concluent a une plus grande sensibilité des zygotes a 1 cellule a des conditions
de culture suboptimales, par rapport aux embryons a 2 cellules ou aux stades postérieurs (33).
D’autres auteurs, dont Davidson et al., étayeront par la suite cette conclusion (22,39). Par la
mise en contact d’embryons murins avec différentes substances, ils ont pu identifier et
minimiser I’effet de plusieurs facteurs conduisant a une diminution de la viabilité embryonnaire
dans les protocoles d’AMP (33).

Figure 8 : Images représentatives de blastocystes a J6 de la culture (38)
Légende : (A) 100% de blastocystes (test contréle) (B) 25 + 7% de blastocystes en présence de 40 ug/mL de dexamethasone (C) 0% de blastocystes en
présence de 80 ug/mL de dexamethasone

Bien que trés utilisé, ce test est toutefois controversé pour différentes raisons. Gorrill et
al. soulignent une variabilité importante inter-animal (entre lignées), inter-opérateurs et inter-
tests ce qui constitue une limite du MEA (40). Certains auteurs comme Fukuda et al. ont montré
une excellente corrélation du développement embryonnaire murin avec la qualité de I’eau
utilisée pour la préparation des milieux de culture (41). A I’inverse, d’autres auteurs comme
George et al. ont démontré que la pureté de I’eau n’avait aucun impact sur I’obtention
d’embryons murins de bonne qualité (42). En cela, les embryons murins seraient donc plus
résistants que les embryons humains (notamment a I’action d’endotoxines bactériennes), et le
MEA serait donc un test insuffisant pour conclure a une absence d’effet repro-toxique d’une
substance étudiée par ce test seul (42,43). Randall et Gantt ont d’ailleurs prouvé que des
concentrations en endotoxines bactériennes significativement plus élevées sont nécessaires
pour observer une fragmentation des embryons murins par rapport aux embryons humains,
beaucoup plus sensibles a I’action de ce type de toxines (44). Cependant, ces résultats
contradictoires peuvent s’expliquer par la différence de composition protéique des milieux
testés par les différents auteurs. En effet, Flood et al. ont conclu par leur étude que la présence
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de protéines, comme I’albumine, pourrait protéger les embryons pendant la culture en chélatant
les substances embryo-toxiques présentes dans les milieux de culture. Cet effet masquerait donc
les effets repro-toxiques d’une substance étudiee en MEA (45). Ainsi, les protocoles de MEA
ont été revus au cours des années suivantes en diminuant notamment la concentration protéique
des milieux utilisés, ceci favorisant I’apparition d’un effet repro-toxique potentiel (22).
Cependant, devant le nombre important d’animaux a utiliser pour démontrer une repro-toxicité
a I’aide de ce test, Gorrill et al. conseillent de limiter son usage pour démontrer un effet « tout
ou rien » embryo-toxique d’une substance (40).

Plusieurs auteurs dont Gardner et al. ou encore Gorrill et al. relevent d’autres limites du
MEA en insistant sur le caractere chronophage et colteux de ce test, a realiser de facon
hebdomadaire pour un laboratoire d’AMP s’il est utilisé en tant que contréle qualité (22,40).
Par ailleurs, les auteurs rappellent que le MEA ne s’intéresse qu’au taux d’embryons obtenus
sans tenir compte du potentiel de développement embryonnaire. Celui-ci peut s’évaluer en
appréciant certains éléments embryonnaires comme le nombre de blastoméres, comme c’est le
cas lors des procédures de FIV (22,46). De plus, le MEA ne permet pas un screening
completement informatif de la repro-toxicité d’un milieu de culture. En effet, selon ces auteurs,
effectuer des transferts d'embryons est le moyen ultime de tester la capacité d'un milieu a
permettre un développement embryonnaire viable. Ceci s’explique par le fait que les effets
chroniques des endotoxines, potentiellement présentes dans le milieu, sont genéralement
manifestes apres le transfert. Enfin, il n’existe aucune garantie qu’un milieu de culture ayant
démontré son innocuite sur le développement embryonnaire murin soit de fagon certaine non
toxique pour les embryons humains (22).

1.2.4. « Embryo implantation assay »

Le transfert embryonnaire est une étape cruciale pour finaliser les procédures d’AMP.

Le test « embryo implantation assay » correspond au transfert d’embryons de souris a
des meres porteuses dans le but d’évaluer le taux d’implantation embryonnaire suite a ce
transfert. Ce test a surtout servi a perfectionner la technique de transfert mais aussi a évaluer
les différentes methodes, et enfin a vérifier I’innocuité des consommables utilisables durant
cette étape (47).

Cependant, des taux variables d’implantation chez la souris peuvent étre observeés. Ceci
s’explique par les différentes techniques utilisées, la réceptivité endométriale, les contractions
utérines, les anomalies génétiques et la qualité des embryons, la présence de sang ou de mucus,
ou encore la contamination bactérienne des pipettes de transfert (48).

1.2.5. « Embryonic Stem cell Test » (EST)

L’EST explore I’embryo-toxicité post-implantation et I’impact d’une substance a tester
sur I’organogenése precoce et le développement (26).
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La méthode de I’EST est basée sur I’étude des altérations induites par un compose étudié
sur la différenciation spontanée des « mouse embryonic stem cell line D3 » (ES-D3) en
cardiomyocytes contractiles, aprés 10 jours de culture menant a la formation de corps
embryoides avec activité cardiaque. Cette étude est donc indicatrice d’une toxicité sur le
développement. Genshow et al. ont précisé les conditions expérimentales et le test a été validé
sous la supervision de I’European Centre for the Validation of Alternative Methods (ECVAM).
En outre, cette méthode ne nécessite pas le sacrifice d'animaux car elle utilise une lignée
cellulaire continue disponible dans le commerce. Les lignées de cellules souches embryonnaires
sont issues de la masse cellulaire interne du blastocyste et ont la capacité de se différencier en
tous les types cellulaires des 3 couches germinales primaires comme le montre la figure ci-

apres (25,49,50).
‘
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Figure 9 : Origine et devenir des cellules souches embryonnaires (d'aprés Servier Medical Art)

Lors de ce test, d’autres parameétres sont aussi évalués comme I’impact de la substance
étudiée sur la viabiliteé des cellules ES-D3 et sur celle d’un autre type cellulaire : les fibroblastes
3T3 de souris (25,49,50).

Trois indicateurs sont ainsi calculés :

- IDso : concentration de la substance entrainant une diminution de 50% de la
differenciation des ES-D3 indifférenciées en cardiomyocytes contractiles ;

- ICsop3 : concentration de la substance entrainant une diminution de 50% de la viabilité
des cultures d’ES-D3 ;

- ICsp313 : concentration de la substance entrainant une diminution de 50% de la viabilité
des cultures de 3T3 (25).

Ces trois données sont ensuite analysées par trois fonctions linéaires discriminantes
empiriques (définies par Genshow et al.) qui permettent de classer le produit chimique évalué
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en fonction de son embryo-toxicité in vivo dans lI'une des trois catégories suivantes : (1) embryo-
toxiques puissants ; (2) embryo-toxiques faibles ; (3) non embryo-toxiques (25,26).

D3 mouse embryonic D3 mouse embryonic
[ stem cells J [ stem cells ] [3T3 T ﬁbroblast]
10 days 10 days 10 days
exposure exposure exposure

Spontaneous MTT: MTT:

differentiation to R A
beating EBs cell viability test cell viability test

' Inhibition ’ '

EST LINEAL DISCRIMINANT FUNCTIONS
I 5.916 10g(ICsg573) + 3.500 10g (ICsg p3) - 5.307 [(ICsgsra-1Dsg) / IC50475] -15.27
[ 3.651 l0g (ICsgs7s) + 2.394 10g (ICsg03) - 2.033 [(ICspars-1Dsg) / ICs03ra] - 6.85
i -0.125 log (ICssa7a) - 1.917 10g (ICsgns) +1.500 [(ICsgsrs-1Ds) / 1Csparal - 2.67

[Non embryotoxicant: I>1l y I>III] [Weak embryotoxicant: 11>l y lI>11] ]

[Strong embryotoxicant: llI> y III>II]

Figure 10 : Apercu global du test sur cellules souches embryonnaires murines ES-D3 (25)

Le principal inconvénient de I’EST est le manque de précision dans I’évaluation des
altérations de différenciation des cellules ES-D3. Les modifications de la différenciation sont
appréciées par microscopie optique en se basant sur un unique critére : la présence ou non d’un
battement par les cardiomyocytes produits. Ainsi, d’autres variables comme la surface totale du
battement, la frequence du battement, la morphologie méme des cardiomyocytes ne sont pas
évaluees. Une amélioration du procédé est donc envisageable selon Sogorb et al., notamment
pour la discrimination entre substances embryo-toxiques faibles et substances non embryo-
toxiques (25). Par ailleurs, I’interprétation de I'analyse est limitée a un seul type cellulaire de
différenciation (cardiomyocytes) et les substances qui affectent des voies de différenciation
alternatives peuvent ainsi étre négligées. Des etudes ont donc éteé réalisées par de nombreux
auteurs comme De Jong et al. pour évaluer la différenciation des cellules souches
embryonnaires murines en d’autres types cellulaires que les cardiomyocytes. De Jong et al.
ainsi que d’autres auteurs ont de ce fait étudie la différenciation en ostéoblastes (50-52).

1.2.6. « Hybridoma cells »

La méthode d’évaluation de repro-toxicité par I’utilisation de cellules « hybridoma
cells » est basée sur la culture de cellules murines de lignée « hybridome 1E6 » (définie par
Kolher et Milstein (1975)) dans un milieu défini ne contenant pas de serum. L absence de sérum
et donc I’absence de proteines sériques augmente grandement la sensibilité cellulaire aux
substances toxiques. En effet, ces composés ne seront pas liés aux protéines du serum et donc
leur toxicité en sera augmentee. C’est un test simple en comparaison du MEA, plus complexe
et chronophage. De plus, la procédure du MEA implique I’utilisation d’un milieu contenant du
sérum et donc des protéines de liaison telles que I’albumine, des anticorps ou encore la

20



transferrine. Cette caractéristique du MEA, dont la technique par cellules d’hybridome est
dépourvue, pourrait constituer un biais de diminution de toxicité évoqué par Bertheussen et al.
Le test sur cellules d’hybridome 1E6 a également montré une forte reproductibilité et peut ainsi
constituer un contrdle de qualité au laboratoire d’AMP pour la qualification des milieux de
culture, de I’eau, des composés chimiques et des consommables ou autres équipements entrant
dans les processus d’AMP (53).

Figure 11 : Cellules murines d'hybridome 1E6 (53)

Un index de cytotoxicité (pourcentage d’inhibition de la croissance cellulaire) peut ainsi
étre calculé en observant en paralléle une culture « contréle » ne contenant pas de substance a
tester dans son milieu (53).

1.3. Autres tests d’origine animal

1.3.1. Tests effectués avec des lapins

Le principal test d’évaluation de repro-toxicité en AMP utilisant des gametes de lapins
est le « rabbit sperm motility test » (18). L’objectif est d’évaluer les paramétres de mobilité de
spermatozoides de lapins et I’évolution de ces parameétres aprés incubation pendant 6 heures en
présence de substances chimiques a tester (54).

Cette methode initialement développée pour une analyse automatique assistée par
ordinateur permet de détecter de fagon rapide et avec une grande sensibilité tout changement
dans la mobilité spermatique. Elle permet au final un suivi au cours du temps de I’impact
potentiel d’une substance chimique sur cette mobilité. En comparaison des autres méthodes in
vitro utilisant des animaux entiers, cette technique est plus rapide et moins chere que les tests
toxicologiques. Elle permet, en outre, d’éviter un sacrifice animal. Le recueil des
spermatozoides est tres simple et se réalise a I’aide d’un vagin artificiel. Les spermatozoides
sont ensuite sélectionnés par un gradient Percoll et remis en suspension dans un milieu de
culture approprié capacitant. Cette suspension est alors incubée pendant 6 heures a 37°C avec
ou sans la substance a tester & une concentration donnée. La lecture de la mobilité est realisée
ensuite par le systeme d’analyse automatique assistée par ordinateur (54).
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A la fin des annees 1980, plusieurs auteurs dont Working et Hurtt, Toth et al. ou encore
Knuth et al. ont cherché a démontrer I’utilité d’un test basé sur la diminution de la mobilité
spermatique pour I’identification de toxiques sur la fertilité masculine. Young et al. ont ainsi
évalue I’efficacité de ce test dans la détection de la toxicité de différents composés chimiques
(hydroquinone, pyrogallol, oxalate d’ammonium, triethyl phosphite et alcool pinacolylique),
dans I’objectif de corréler une baisse de mobilité spermatique avec un effet cytotoxique. Leur
travail avait ainsi pour but de montrer qu’une diminution de la mobilité spermatique était un
reflet d’un effet toxique in vitro. Selon eux, les spermatozoides d’autres especes répondraient
differemment a ce genre de test par rapport aux spermatozoides de lapin, bien qu’une
diminution relative de la mobilité serait également observee chez ces autres especes.
L’homogénéité du sperme de lapin et sa disponibilité en grande quantité (en particulier dans les
laboratoires avec une activité de recherche) rendent les spermatozoides de lapin
particulierement adaptés pour les essais de repro-toxicité. Toutefois, les auteurs rappellent que
certains composés pourraient n’avoir aucun effet sur la mobilité spermatique mais uniquement
sur I’hyper-activation des spermatozoides, ce qui pourrait par la suite compromettre la
fécondation (54).

1.3.2. Tests effectués avec des hamsters

1.3.2.a. « Hamster sperm motility test »

Le « sperm motility test » utilisant des spermatozoides de hamsters a été etudié par
Bavister et al. a fin des années 1980, pour tester principalement de I’eau ou des milieux de
culture (18,55,56). Stewart-Savage et Bavister utilisent un sperme épididymaire de hamster.
Pour se faire, ils sacrifient les animaux par dislocation cervicale et récupéerent chirurgicalement
les spermatozoides localisés au niveau epididymaire. Apres 2h, 4h et 6h d’incubation des
spermatozoides avec la substance a tester, le « Sperm Motility Index » (SMI) ou indice de
mobilité des spermatozoides est évalué. Le SMI est constitué de deux parties : le pourcentage
de spermatozoides mobiles (évalué a I’objectif x20) et la qualité de la mobilité du sperme
(évaluée a un grossissement de x40). La qualité de la mobilité est estimée sur une échelle de 1
a 5, arbitraire et de mobilité croissante. Le grade 5 est donné a des spermes dans lesquels plus
de 70% des spermatozoides mobiles montrent une hyperactivation. L'indice de mobilité des
spermatozoides est calculé de la maniere suivante : SMI = pourcentage de spermatozoides
mobiles x (grade de mobilité)?. Seuls les SMI de 6 heures sont utilisés dans I’interprétation de
I’impact d’un composé étudié car, selon les auteurs, une plus grande sensibilité du sperme aux
conditions de culture est observée a cet instant (55). Concernant les caractéristiques du milieu
de culture, Bavister and Andrews ont montré qu’une supplémentation protéique diminue la
sensibilité du test en raison des capacités de I’albumine a chélater les substances toxiques
(comme évoque ci-avant dans la partie MEA) (56).

Pour Stewart-Savage et Bavister, ce type de test est a préférer par rapport au MEA car
I’impact d’une substance sur I’embryon murin étudié in vitro ne serait pas corrélé a son impact
in vivo (55). De nombreux avantages sont évoqués dans la littérature. D’aprés Gorrill et al. un
petit nombre de hamsters suffit pour réaliser régulierement ce test (40). Rinehart et al.
présentent le « hamster sperm motility test » comme supérieur au MEA pour la détection de
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toxiques présents dans I’eau de préparation des milieux de culture utilises en FIV (20). De
nombreux autres auteurs qualifient aussi ce test d’extrémement sensible (supérieur au MEA)
pour la détection de potentiels toxiques, tres reproductible, et le conseillent donc dans le
processus qualité d’un laboratoire d’AMP (20,40,43,56,57).

Plusieurs limites peuvent toutefois étre relevées : une étude de I’impact d’une substance
sur une mobilité spermatique ne donne aucune information sur un potentiel effet de la substance
étudiée sur le processus de division cellulaire ou d’autres aspects de I’embryogenése (7). De
plus, les méthodes a I’instar du « sperm motility test » avec des spermatozoides de hamster
nécessitent le logement d'une colonie de hamsters males et une formation spécifique pour
effectuer l'analyse (8,58). Enfin, ce test ne permet pas d’évaluer des milieux de culture
contenant des protéines en raison d’une agglutination spermatique induites par ces protéines
(40).

Esterhuizen et al. ont comparé I’utilisation de spermatozoides de hamster et I’ utilisation
de spermatozoides de souris pour la réalisation de « sperm motility test » : I’objectif était de
détecter de faibles concentrations en endotoxines dans des milieux de culture. Ils expliquent
notamment que la disponibilité des souris est plus grande que celle des hamsters en Afrique du
Sud (ou leur étude a été realisée), ce qui confere un avantage au choix des souris (43). Ce
probleme de disponibilité est aussi évoqué par Reed and Petters (57). Par ailleurs, une plus
grande sensibilité des spermatozoides murins apres de courtes incubations (4h) serait un autre
argument pour le choix murin. Ce « mouse sperm motility test » représente en tous les cas une
alternative valable a I’utilisation du « hamster sperm motility test » (43). Reed and Petters
corroborent ces affirmations mais évoquent une plus grande sensibilité absolue (quelque soit le
temps d’incubation) des spermatozoides de hamsters. Leurs travaux montrent également que
des spermatozoides de souris ou de rat peuvent étre utilisés en alternative dans ces tests de
mobilité (57).

1.3.2.b. « Oocyte comet assay »

Plus récemment au debut des années 2000, devant I’absence de nouveaux tests de repro-
toxicité en AMP, Chan et al. ont développé un test d’évaluation de I’impact d’un composé sur
I’ADN d’ovocytes cryoconservés de hamster, nommé « oocyte comet assay ». Cette méthode
utilise le principe du « COMET assay » pour évaluer la fragmentation de I’ADN d’ovocytes
cryoconservés de hamster, les ovocytes etant préalablement mis en contact avec un composeé a
étudier dans un milieu de culture approprié. Les auteurs ont adapte ce test, destiné a I’origine
pour une utilisation sur des leucocytes sanguins nombreux, a la faible quantité de matériel
ovocytaire disponible. Leur hypothese était que les substances toxiques causeraient une
fragmentation de I’ADN sur des ovocytes en métaphase I1. Le résultat de leur test montre que
cette méthode rapide par rapport au MEA montre en plus une meilleure sensibilité. Par ailleurs,
étant basé sur une fragmentation de I’ADN, le test détecte toutes les substances pouvant
impacter directement la génétique embryonnaire et gamétique. L’ICSI excluant toutes les
étapes précoces de la fécondation, Chan et al. considérent qu’un test de repro-toxicité doit
permettre d’élucider des effets directs sur I’ADN plut6t qu’un impact global sur une mobilité
spermatique par exemple. Le « oocyte comet assay » est un test rapide (environ 1 jour),
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abordable en tarif (utilisation de lames de verre), ne nécessitant pas d’ovocytes a un stade donné
du cycle cellulaire, détectant directement des effets sur I'ADN et facilement realisable. 1l est a
noter que les ovocytes cryoconserves étaient du méme type que ceux utilisés habituellement
pour le test de pénétration du sperme. Les inconvénients correspondent a la nécessité d'un
microscope a fluorescence et d'un logiciel associé (58).

1.3.2.c. Test sur lignée cellulaire CHO KI

Ray et al. ont réalisé des études de repro-toxicite de cathéters sur des lignées cellulaires
ovariennes de hamsters, avec les cellules CHO KI. Dans ce type d’étude, chaque échantillon a
tester (morceau de cathéter) est placé au centre de la surface de pousse cellulaire de la flasque
de culture. Cette flasque contient une concentration de 500000 cellules CHO KI pour 5 mL de
milieu de culture et I’incubation dure 24h a 37°C. Les parameétres évalués sont I’attachement et
la croissance cellulaire. Il est a noter que Ray et al. ont utilisé en parallele, et selon la méme
méthodologie, des lignées cellulaires humaines de fibroblastes, présentant une meilleure
sensibilité. Par la suite, ils ont également mis en évidence une diminution du potentiel de
formation de colonies de cellules issues du liquide amniotique humain, mises en culture en
présence de ces mémes cathéters. Les auteurs concluent que I’utilisation de cellules du liquide
amniotique, disponibles de part leur présence en laboratoire de cytogenétique, présente un reéel
intérét en tant que contréle qualité au laboratoire, en raison de leur sensibilité supérieure aux
toxiques comparativement aux autres modéles d’études disponibles (59).

1.3.3. Tests effectués avec des bovins

1.3.3.a. « Bull sperm motility test »

L utilisation de spermatozoides de taureau (Holstein noir) dans le cadre d’études de
repro-toxicité en AMP a été envisagée dans les années 1980 (60,61).

L'utilisation de gametes bovins a des fins cliniques et scientifiques offre plusieurs
avantages. Le sperme bovin a un haut degré d'homogénéité cellulaire, est immeédiatement
accessible et peut étre stocké facilement pendant une longue période. Des quantités suffisantes
de spermatozoides peuvent étre obtenues aupres des centres d'insémination artificielle ou des
écoles véterinaires. L'utilisation d'aliquots cryoconserveés et bien caractérises de spermatozoides
bovins congelés/décongelés est une bonne alternative a [l'utilisation de spermatozoides
d'animaux de laboratoire comme les souris. Cependant, les données obtenues avec le sperme
bovin ne peuvent pas étre extrapolées directement aux gametes humains. En effet, les taureaux
ont été sélectionnés pendant plusieurs génerations pour leur capacité de reproduction, et la
qualité globale du sperme pourrait donc étre plus élevée et plus homogene. Finalement, ce
sperme serait moins sensible aux substances toxiques que le sperme humain (61).

Les premiéres études ont eté réalisées dans I’optique de définir un nouveau test de
cytotoxicite, utilisable dans les études toxicologiques, et ne nécessitant pas de difficiles cultures
cellulaires stériles. Ces études de cytotoxicité in vitro avec du sperme de taureau ont montré
une correlation forte entre diminution de la mobilité spermatique causée par un certain nombre
de substances toxiques et mort cellulaire. Entre autre, I’objectif du travail de Kemp et al. a été
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de comparer la mobilité et vitalite spermatiques avec la mesure de I’ATP cellulaire comme
reflet de la toxicité sur les spermatozoides. Leurs travaux montrent ainsi que le contenu
cellulaire en ATP, la mobilité spermatique et la vitalité spermatique donnent des résultats
similaires dans le cadre de I’évaluation d’une substance toxique (ceci étant logique dans la
mesure ou la genération d’ATP est adaptée a la mobilité spermatique) (60).

Par ailleurs, Hinsch et al. ont établi un modéle utilisant des gamétes d’origine bovine et
ont montré une absence de différence dans les fonctions spermatiques entre sperme frais et
aliquots cryoconserveés de spermatozoides. Ainsi, ces pools de spermatozoides de taureau
cryoconserveés (présentant des caractéristiques spermatiques parfaitement connues) permettent
de réaliser des tests reproductibles (61).

1.3.3.b. « Bovine hemizona assay »

En utilisant du sperme cryoconservé, Hinsch et al. ont mis en évidence que la procédure
de coloration PSA-FITC/Hoechst 33258 était applicable pour évaluer le statut acrosomique et
la viabilité cellulaire. Ils ont alors développé un test appelé « bovine hemizona assay » (61).

Figure 12 : Viabilité et état acrosomal des spermatozoides bovins cryoconservés Biociphos® décongelés, tels que
déterminés par Hoechst 33258 et PSA-FITC (61)
Légende : A, A’ : vivant, réaction acrosomale faite ; B : mort, réaction acrosomale faite ; C : vivant, acrosome intact ; D : mort, acrosome intact
(barre : 10 um)

Les xénobiotiques ou substances toxiques peuvent perturber des mécanismes de
signalisation intracellulaire résultant en différents effets comme une baisse de la mobilité
spermatique ou des perturbations dans I’interaction entre sperme et ovocyte. Dans le test
« bovine hemizona assay », en induisant une réaction acrosomale in vitro par ajout de
progestérone, ce sont ces perturbations d’interaction qui sont recherchées. En effet, en plus des
effets sur la mobilité ou la vitalité, lI'intégrité acrosomale, la capacité d'effectuer une réaction
acrosomique appropriée et la capacité de liaison du sperme a I'ovocyte pourraient étre affectées
par les xénobiotiques. Selon les auteurs, un systéme de test in vitro étendu évaluant un certain
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nombre de fonctions physiologiques du sperme pourrait étre plus sensible pour la détection des
risques potentiels pour la fertilité masculine. Les tests de type « hemizona assay » existent aussi
par ailleurs avec des spermatozoides humains : Burkman et al. ont été les premiers auteurs a
décrire une telle méthode a la fin des années 1980 (61).

|.4. « Human Sperm Survival Assay » (HSSA) ou « Sperm Survival
Test » (SpST)

L’utilisation de spermatozoides humains comme bio-indicateurs de toxicité a depuis
longtemps été envisagée et différents tests ont émergé au fil des années. Certains auteurs ont
développé des méthodes de migration transmembranaire pour mesurer |I’effet d’un xenobiotique
sur la mobilité spermatique, tandis que d’autres s’intéressaient a des méthodes plus complexes,
spectrophotométriques ou encore turbidimétriques (62). Le « Human Sperm Survival Assay »
(HSSA) ou « Sperm Survival Test » (SpST) a ensuite rapidement été adopté par la communauté
scientifique de par ses nombreux avantages. Aux débuts de I’ére de la FIV, Edwards et Steptoe
utilisaient d’ailleurs ce test pour vérifier I’absence d’influence péjorative des réactifs et
matériaux utilisés au cours du processus de FIV au laboratoire (1). Le HSSA est actuellement
une méthode appréciée dans les laboratoires d’AMP et est utilisé en routine comme contréle
qualité « maison », de par sa facilité d’intégration dans la procédure qualité du laboratoire
(18,63). Critchlow et al. ont été parmi les premiers a se pencher sur I’utilisation du HSSA
comme un contréle qualité complétement intégré dans la procédure de FIV au laboratoire
d’AMP (8). Il est a noter que le HSSA a par ailleurs été utilisé comme test prédictif du taux de
fécondation en FIV et du taux de grossesse (64—66). La méthodologie est alors différente du
HSSA « classique » decrit ci-apres en raison notamment d’une incubation de 4h a 40°C pour
induire des conditions de stress spermatique (65).

Le HSSA permet de détecter d’éventuels facteurs ou toxines pouvant affecter le
développement embryonnaire in vitro par corrélation a I’impact spermatique observé
(1,18,22,63). Son utilisation présente de nombreux avantages : c’est un test trés peu couteux,
rapide, facile a realiser et fiable. Le sperme humain utilisé est obtenu a partir d’échantillons de
sperme donnés a la recherche médicale. L'attitude des patients envers le don de sperme pour le
test SpST est généralement positive si une explication détaillée de I'importance de la technique
leur est donnée. L utilisation de spermatozoides humains permet de n’avoir aucune différence
d’espece pouvant potentiellement biaiser I’interprétation des tests utilisant des gameétes
d’origine animale précédemment évoqués. De plus, aucune matiere biologique d’origine
animale ne peut étre introduite dans les laboratoires d’AMP. Ainsi, si le test de repro-toxicité
est réalisé en dehors du laboratoire avec les gameétes animales, il ne sera pas un reflet correct
des conditions du laboratoire, comme la qualité de I’air entre autres (18,19,67). Enfin, ce type
de test est decrit comme présentant une sensibilité supérieure par rapport au MEA pour la
détection d’une substance embryo-toxique (67,68).

L’ objectif de ce test SpST est de quantifier la survie spermatique, apres une incubation

de durée déterminée en présence des substances ou consommables a évaluer. L’utilisation d’un
sperme aux parametres fonctionnels normaux (normes de I’OMS) est obligatoire afin de ne pas
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créer d’interférences et de biais dans I’interprétation des résultats. Le sperme est préparé selon
une technique utilisant un gradient de densité ou une technique « swim-up » (migration
ascendante des spermatozoides), suivant les auteurs. La suspension spermatique obtenue est
supplémentée avec un milieu de culture approprié pour permettre une survie spermatique et
d’ajuster la concentration au niveau souhaite (8,18,67). Comme le MEA, le HSSA est plus
sensible en I’absence d’albumine (67,68). Ceci est a corréler avec I’étude de Makler et al.
prouvant que I’ajout d’une source protéique dans le milieu de culture spermatique maintient la
mobilité pendant des durées d’incubation prolongées in vitro (69). De la méme fagon, Parinaud
et al. ont montré dans leur étude qu’aprés 24h d’incubation, la mobilite spermatique est
diminuée dans un milieu sans protéine en comparaison d’un milieu supplémenté en protéines
(70). L albumine présente des propriétés de quenching de radicaux libres de par sa structure
chimique comprenant 17 ponts disulfures. Ainsi, la peroxydation lipidique membranaire du
spermatozoide est minimisée en présence d’albumine, qui par ailleurs chélate les éventuels
toxiques présents dans le milieu. Claassens et al. proposent donc de ne pas rajouter d’albumine
dans le milieu de culture lors du HSSA de fagon a optimiser la sensibilité du test (67).

Le SpST compare la mobilité obtenue en présence des produits a tester avec la mobilité
obtenue en paralléle dans un test de contréle, ou les spermatozoides n’ont pas été soumis a une
incubation en présence des potentiels toxiques. Un index de survie est alors calculé (8,18,67).

% de spermatozoides mobiles progressifs dans le tube test

SpST index =

(8,17,18,68)

% de spermatozoides mobiles progressifs dans le tube controle

Cet index permet de conclure quant a la repro-toxicité du produit testé et sa possible
utilisation au laboratoire d’AMP :
- Si SpST index < 0,85 : le produit testé (ou le lot de produit testé) est consideré repro-
toxique et interdit d’utilisation au laboratoire d’AMP ;
- Si SpST index > ou = 0,85 : le produit testé (ou le lot de produit testé) est considéré
comme apte a étre utilisé au laboratoire d’AMP (8,18,68).

Il est a noter que le test n’est validé que si plus de 70% des spermatozoides du tube contréle
présentent une mobilité progressive apres 4 jours d’incubation (8). Par ailleurs, la valeur seuil
du SpST index indique n’est pas utilisée par tous les auteurs : Claassens et al. utilisent une
valeur seuil de 0,75 (67).

Claassens et al. ont cherché a optimiser les conditions de realisation du HSSA pour
maximiser la sensibilité de ce test, en répondant a différentes questions pratiques comme I’ajout
ou non d’albumine dans le milieu, les variations liées au sperme donneur, la concentration
spermatique ou encore le temps d’incubation. Leur étude montre notamment que les variations
liées a I'utilisation de différents spermes frais de donneurs n’influencent pas le résultat du test
(ceci étant différent pour I’utilisation de sperme cryoconservé). Par ailleurs, la concentration
spermatique utilisée influence significativement I’index de survie spermatique uniquement en
I’absence d’albumine. En effet, le nombre de molécules toxiques se fixant par spermatozoide
est plus important si la concentration en spermatozoides est faible et en I’absence d’albumine,
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d’ou une décroissance plus importante des index de survie. Dans ces conditions, si I’opérateur
choisit de ne pas rajouter d’albumine pour augmenter la sensibilité du test, Claassens et al.
préconisent d’utiliser une concentration standardisée de spermatozoides pour obtenir des
résultats comparables (67).

Concernant le temps d’incubation, le HSSA peut se réaliser sur différentes durées
d’incubation (8,19,67). Fishel et al. ont montré que des spermatozoides humains issus de
patients normospermes peuvent étre laissés a température ambiante pendant des périodes
relativement importantes, variant de 90 a 250 heures selon les individus (71). L’étude de
Mansour et al. montre qu’apres 2,9 jours en moyenne, 25% des spermatozoides mobiles d’une
préparation spermatique perdent leur mobilité (72). Certains auteurs préconisent alors une durée
d’incubation de 4h ou de 24h a 96h (67). Critchlow et al. ont choisi une incubation longue de
4 jours pour favoriser une sensibilite maximale aux éventuels toxiques en faible concentration,
tout en conservant une mobilité correcte et valide pour le tube contrdle (8). Claassens et al. ont
testé différentes durées d’incubation de 2h, 4h, 6h, 8h, 24h et 48h. Le résultat de leur étude
montre finalement qu’au bout de 2 a 3h d’incubation, la décroissance rapide du SpST index
permet de distinguer les substances toxiques pour les gameétes (en I’absence d’albumine) (67).
Aux Etats-Unis, I’American Association of Bioanalysts (AAB), principal fournisseur de tests
de repro-toxicité pour les laboratoires d’AMP, recommande une durée de 48h pour une
qualification précise des milieux de culture embryonnaire (61). Le temps d’incubation dépend
aussi de la substance, milieu de culture ou consommable testé, et ce temps doit étre en
adéquation avec I’utilisation en pratique du matériel en question. Ainsi, un milieu de culture
reste en pratique en contact au moins 24h avec une préparation spermatique ou des embryons
humains, et devra donc étre testé sur une période d’incubation d’au moins 24h. Pour des gants
de laboratoire, la durée d’incubation peut étre de 10 minutes, 30 minutes ou encore 1 heure, car
en pratique le contact étroit entre gametes ou embryons humains et gants est limité lors de la
procédure d’AMP (8,67,68).

Hossain et al. ont étudié la meilleure durée d’incubation de ce test pour I’évaluation des
milieux de culture embryonnaire, en prenant en compte que 48h représentait une durée trop
longue dans le cadre de I’optimisation des procédés au laboratoire. Leur conclusion est que les
résultats du test a 24h sont les mémes que ceux obtenus aprés 48h d’incubation et permettent
donc de gagner du temps pour valider I’utilisation d’un lot de milieu de culture (63).

lemmolo et al. ont travaillé sur un HSSA modifié en utilisant un sperme non préparé, non
lavé et incubé a température ambiante pour 6h. Sans milieu nutritif ajouté comme dans le
traditionnel HSSA, les spermatozoides seraient plus rapidement sensibles a un toxique selon
les auteurs. Leur étude prouve que cette procédure permet d’obtenir un test rapide et sensible
pour la détection des produits repro-toxiques (17).

Malgré ses différents avantages, le HSSA comporte certaines limites. En effet, il ne permet

pas forcément de detecter toutes les toxines pouvant affecter le développement embryonnaire.
Ainsi, le spermatozoide étant plus résistant que I’embryon, il est difficile de conclure a une
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innocuité totale du produit sur I’embryon si celui-ci n’a pas montré d’effet sur la mobilité
spermatique (22).

|.5. Tests en développement

L’utilisation d’embryons humains étant formellement interdite car contraire aux
principes d’éthique, Gardner et al. préconisent la réalisation de tests de repro-toxicité sur des
ovocytes humains provenant de donneuses ou de patientes jeunes. Ainsi, I’utilisation de ce type
d’ovocytes permettrait d’évaluer, en conditions réelles, si un milieu de culture est approprié
pour une utilisation au laboratoire d’AMP (22).

En revanche, une limite évidente d’un tel test serait I’obtention d’un nombre suffisant
d’ovocytes pour une réalisation hebdomadaire de ce test en tant que CQ a part entiére du
laboratoire.

|.6. Produits testés lors des tests de repro-toxicité en AMP

La plupart des firmes fabriquant des consommables a destination des laboratoires
d’AMP certifient leurs produits non repro-toxiques en réalisant un test MEA et/ou un « limulus
amoebocyte lysate endotoxin test » (18). Auparavant, différents auteurs dont Scott et al. ont
utilise ces tests dans leurs protocoles de recherche pour prouver I’absence d’endotoxines dans
les produits utilisés pour les préparations spermatiques (35). Les endotoxines bactériennes,
macromolécules complexes libérées apres la lyse de bactéries Gram negatif, ont été associées
a des phenomeénes de fragmentation embryonnaire, cytoplasmes granuleux ou irrégularités
membranaires. Elles impactent I’ensemble des organites mais ne semblent pas associées a une
diminution du taux de fécondation et de clivage précoce. En revanche, la fragmentation induite
a un taux faible de 1 ng/mL peut étre cause, par la suite, d’échec de grossesse (73,74). Le
« limulus amoebocyte lysate endotoxin test », utilisé par Fishel et al. (73) et Snyman and Van
der Merwe (74) pour prouver les phénomenes cellulaires induits évoqués ci-dessus, est un test
de detection d’endotoxines utilisant un extrait aqueux d’amoebocytes de Limules (Limulus
polyphemus), et basé sur une réaction biologique enzymatique : une substance chromogéne est
convertie par un systeme enzymatique de ces amoebocytes, activé par la présence
d’endotoxines. L’intensité de détection est corrélée par des courbes de référence avec un taux
d’endotoxines (75). La présence d’endotoxines dans les milieux de culture peut s’expliquer par
I’utilisation d’eau lors du procédé de fabrication de ces milieux. Méme stérilisée, I’eau peut
malgré tout contenir des endotoxines, nocives pour les embryons et gamétes humains a un taux
relativement faible. Nagata et al. ont notamment réalisé une étude pour définir un seuil tolérable
d’endotoxines dans les milieux de culture destinés aux protocoles d’AMP (22,75).

La combinaison de ces tests réalisés par les industriels avec un test HSSA « maison »
réalisé au laboratoire d’AMP avant I’utilisation d’un lot de consommables ou autres produits
permet donc d’augmenter la sensibilité de detection d’un effet repro-toxique potentiel (18,67).
Certains auteurs dont Gardner et al. préconisent d’ailleurs plusieurs tests différents pour
qualifier de non repro-toxique un milieu de culture ou consommable de laboratoire (22,68). Par
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ailleurs, De Jonge et al. ont démontré dans leur étude que ce test HSSA présente une
reproductibilité telle que différents laboratoires obtiennent des résultats comparables (19).
Ainsi, si tous les laboratoires testent systématiquement les produits a leur réception dans la
structure et avant leur utilisation, et si une anomalie est constatée avec un lot de produits, une
déclaration au fabricant permettrait a ce dernier de retirer le lot dangereux et de réevaluer au
besoin la composition ou le procédé de fabrication du consommable repro-toxique (8,18,19).
Selon cette théorie, tous les lots de produits et consommables utilisés au laboratoire d’AMP
devraient étre testés avant leur utilisation.

Les études exposant des tests réalisés sur différents milieux de culture existent en
quantité dans la littérature (33,34,37,55,56,63). Par ailleurs, les consommables sont aussi
évalues (76). Par exemple, Lierman et al. ont étudie la repro-toxicité de différents types de gants
utilises lors des procedures d’AMP par test MEA et HSSA, assurant ainsi un double contréle
qualité. Leur étude met notamment en évidence la toxicité de certains types de gants, a proscrire
lors des procédures en AMP (68). Critchlow et al. expliquent que les élements en plastique des
boites de culture sont souvent traités avec une substance de revétement pour éviter tout contact
entre les cellules et les substrats plastiques et pour favoriser I’attachement cellulaire. Cependant
si cette substance de revétement vient a s’éroder ou qu’un defaut de fabrication existe, les
matiéres plastiques sont directement en contact avec les cellules (8).

En pratique, dans leur étude prospective de 4 ans, Nijs et al. font le bilan de I’utilisation
du test SpST en routine pour déterminer la repro-toxicité potentielle de tous les consommables
et autres equipements de laboratoire en contact avec les embryons humains ou les gametes,
utilises au laboratoire d’AMP de Genk (Belgique) (18). La diversité des produits testés est telle
que 36 types de produits ont été analysés en 350 tests SpST (chaque lot étant vérifié dés sa
réception au laboratoire). Les tests SpST ont été réalisés selon I’usage specifique a chaque
consommable ou équipement. Ainsi, la méthode d’exposition et le temps d’exposition de la
suspension spermatique « test » varient suivant le produit testé (18). Le tableau suivant résume
la plupart des produits testes.

Tableau 1 : Produits testés par test SpST par Nijs et al. (d*apres (18))

Produit Meéthode d’exposition Temps d’exposition
Gants chirurgicaux
. " g - 0,5x0,5cmdans la
Préservatifs (sonde d’echo- :
: suspension de sperme
guidage)
Pipettes
Cathéters 30 minutes
Seringues et filtres 10 x aspiration/refoulement
Aiguilles et guide d’aiguilles | de la suspension de sperme
Tubes en latex (ponction
ovocytaire)
Pipettes pour embryons, Remplies avec la suspension
. , . . 24 heures
pipettes d’ICSI, pipettes de spermatique
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Produit Meéthode d’exposition Temps d’exposition
holding, pipettes de
décoronisation
Paillettes de
cryoconservation et pointe
de remplissage

Hyster Dans | nsion .
ystéroscope ans asus!oe sio 30 minutes
spermatique

Tubes Remplis avec 0,5 mL de

; . 24 heures et 96 heures
suspension spermatique

Boites de culture (fond et

couvercle)
Flacons (stockage milieux | En contact en surface avec la 1h
de culture et huile) suspension spermatique

Tulipe de recueil
spermatique et couvercle

Au final, 28 tests SpST sur les 350 réalisés mettaient en évidence une repro-toxicité des
équipements testés, conduisant a leur interdiction d’utilisation au laboratoire d’AMP de Genk.
Cette toxicité pourrait étre en lien avec leurs compositions chimiques, comportant soit du
silicone (intérieur du couvercle de tulipe de recueil), soit du latex, du nitrile ou du polyisoprene
(gants) soit du PVC (boites de culture). Nijs et al. évoquent aussi la possibilité d’une toxicité
induite par la présence d’endotoxines bactériennes (hypothese corroborée par I’étude de
Morimoto et al.), provenant des étapes de production, de packaging, ou encore de transport des
consommables testés. Les fabricants de ces produits en ont été informés (18,77).
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|.7. Synthése des tests utilisés en AMP

Follicle
BioAssay
(FBA)

In Vitro
Fertilization
assay (IVF)

Mouse
Embryo
Assay (MEA)

Souris

9

Tableau 2 : Caractéristiques des principaux tests de repro-toxicité utilisés en AMP

Gamete : ovocytes

Gamete (ovocyte)
puis embryon formé

&

Embryons

o

Impact du composé
étudié sur la
folliculogenése et la
maturation
ovocytaire in vitro

Impact du composé
étudié sur la
fécondabilité des
ovocytes exposés a
long terme
(continuité du FBA)

Impact du composé
étudié sur
I’embryogenése

> Evaluation précise

repro-toxicité féminine

(folliculogenése ou
ovogenese) avec
potentiel mécanisme
d’action toxique

> Etude précise de

Iinfluence sur le
processus de
fécondation

» Qualification directe
d’une embryo-toxicité
» Gold standard
historique de
I’évaluation de repro-
toxicité en AMP

» Logement d’une
colonie de souris
» Nombre
d’animaux
> Expérience et
savoir-faire +++
» Chronophage
» Codt

» Idem FBA et IVF
» Variabilité inter-
animale, inter-
opérateur et inter-
test
> Biais d’espéce
(embryons murins
plus résistants
gu’embryons
humains ?)

Van Wemmel et al. (27)
Brown et al. (28)
Cortvrindt et al. (29)
Sun et al. (30)
Nogueira et al. (31)

Lemeire et al. (26)
Hu et al. (32)

Quinn et al. (7,33)
Parinaud et al. (21)
Gardner et al. (22,46)
Ackerman et al. (34)
Scott et al. (35)
McDowell et al. (36)
Tucker et al. (37)
Van Merris et al. (38)
Davidson et al. (39)
Gorrill et al. (40)
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Embryo
implantation
assay

Embryonic
Stem cell Test
(EST)

Hybridoma
cells

Rabbit sperm
motility test

Lapin

A’ﬁ‘

Embryons
(éu \{!\, 4
2 o

Cellules souches
embryonnaires
murines (ES-D3)

45

Cellules
d’hybridome 1E6

Gamete :
Spermatozoides

/w

Impact du composé
étudié sur le taux
d’implantation
embryonnaire

Impact du composé
étudié sur
I’organogenése
précoce

Impact du composé
étudié sur la
croissance et la
multiplication
cellulaire

Impact du composé
étudié sur les
parametres de

mobilité spermatique
apres incubation 6h
en présence du
produit testé

» Unique méthode

évaluant le processus

d’implantation

> Pas de sacrifice animal

» Lignée cellulaire

continue disponible
> Etude d’une embryo-
toxicité tardive post-

implantation

» Testsimple
» Reproductibilité

» Technique rapide
> Co(t peu élevé

> Pas de sacrifice animal

» Homogénéité du
sperme de lapin

» Disponibilité +++

» Test historique
surtout réalisé
pour perfectionner
les techniques de
transfert
embryonnaire
» Précision de
I’atteinte

> Etude limitée a un

seul type cellulaire
(cardiomyocytes)
> Réalisation
pratique et savoir-
faire +++
» Compétences en
culture cellulaire
requises

» Co(t du maintien

d’une activité de
culture cellulaire

> Aucune
information sur la
toxicité sur
I’embryogenése
» Logement d’une
colonies de lapin

Fukuda et al. (41)
George et al. (42)
Esterhuizen et al. (43)
Randall et al. (44)

Sarvari et al. (48)
Chin etal. (47)

Sogorb et al. (25)
Lemeire et al. (26)
De Jong et al. (49-51)
Chen et al. (52)

Bertheussen et al. (53)

Young et al. (54)
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> Aucune
Impact du composé

. . Rinehart et al. (20)
information sur la .
studi | toXiCité Gorrill et al. (40)
Gamete : cw |e\sur e N oxicite Sut Esterhuizen et al. (43)
Hamster " paramétres de » Sensibilite I’embryogenese
Spermatozoides . . . , Stewart-Savage et al.
sperm mobilité spermatique » Faible nombre de » Logement d’une (55)
motility test apres incubation 6h hamsters requis colonie de .
) Bavister et al. (56)
en présence du hamsters
roduit testé » Disponibilité des Reed etal. (57)
P ph i Chan et al. (58)
Hamster : amsters
) Impact du composé » Testrapide
@ @ DN cocomene e ADR > Sensibilité +++ )
. d’ovocyte étudié sur I’ADN par . Al > Neécessité d’un
) ) . » Codt peu elevé . .
Oocyte comet . évaluation de sa . microscope a
. , . » Test cycle cellulaire Chan et al. (58)
assay it fragmentation ndéendant fluorescence +
(Principe dérivé du , .p , logiciel associé
COMET assay) » Détection d’effets
y directs sur I’ADN
» Compétences en
. Cellules ovariennes  |mpact du composé culture cellulaire
c;:g?zfiie CHOKI tudie sur » Sensibilité requises Ray et al. (59)
CHO KI _@ I’attachement et la » Co0t d’une culture y '
e — croissance cellulaire cellulaire
» Test chronophage
) i » Pas
Impact du composé » Homogénéité du , .
T T . d’extrapolation
aureau e étudié sur les sperme bovin bl
N rametr > ilisation possible
Bull sperm Spermatozoides mot?i?ita:é seterersn:; e ut f:ia}ali uri)ts I’Homme Kemp et al. (60)
motility test N P . d d , (sélection des Hinsch et al. (61)
apres incubation en cryoconserveés .
) . I taureaux au fil des
présence du produit » Reproductibilité +++ sl
testé » Disponibilité

> Sensibilité réduite
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Bovine
hemizona
assay

Human
Sperm
Survival
Assay (HSSA)

Limulus
Amoebocyte
Lysate
endotoxin test
(LAL)

Limule

@/

Gamete :
Spermatozoides

/w

Extrait aqueux
d’amoebocytes de
limules (Limulus

polyphemus)

X
%;@’9?

Impact du composé
étudié sur
I’interaction
gamétique

Impact du composé
étudié sur la mobilité
spermatique apres
incubation en
présence du produit
testé

Détection
d’endotoxines
bactériennes

> Evaluation de I’intégrité
acrosomale, de la
capacité a effectuer une
réaction acrosomique et
de la capacité de liaison
spermatozoide/ovocyte
» Facilité d’intégration
dans la procédure
qualité du laboratoire
> Test tres peu colteux
> Rapide
» Facile
» Sensible
» Fiable
> Disponibilité +++ dans
les laboratoires d’AMP
> Pas de biais d’espéce
> Test réalisable au
laboratoire d’AMP

» Seul test permettant de
détecter spécifiquement
une présence de toxines

bactériennes
» En combinaison avec
un autre test de repro-
toxicité, sensibilité +++

» Technique de
coloration en
fluorescence

» Nécessité d’un
microscope a
fluorescence

> Pas de détection
de toutes les
toxines affectant
I’embryon
(spermatozoide
plus résistant que
I’embryon)

» Détection d’une
toxicité non
inhérente au

composé testé

Hinsch et al. (61)

Critchlow et al. (8)
lemmolo et al. (17)
Nijs et al. (18)
De Jonge et al. (19)
Gardner et al. (22)
Edwards et al. (1)
Hossain et al. (63)
Claassens et al. (67)
Lierman et al. (68)
Makler et al. (69)
Parinaud et al. (70)
Fishel et al. (71)
Mansour et al. (72)

Scott et al. (35)
Fishel et al. (73)
Snyman et al. (74)
Nagata et al. (75)
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Il Les produits de bionettoyage au laboratoire d’AMP

I1.1. Généralités sur les produits de désinfection

11.1.1. Réglementation et définitions générales

La directive Biocide 98/8/CEE de 1998 transposée en droit francais (décret 2004-187 du 26
février 2004, Code de I’environnement, articles L522-14 a 19) a permis de préciser la
classification des produits désinfectants et antiseptiques en fonction de leurs applications :

- Désinfection pour surfaces inertes destinée a la maitrise des risques microbiologiques
lies a I’environnement : les desinfectants employés sont des biocides si les surfaces
concernent des locaux ou des surfaces externes d’équipements médicaux ou non
médicaux. Si les désinfectants sont destines a des dispositifs medicaux nécessitant d’étre
traités pour étre utilisés, alors ce sont des dispositifs médicaux (DM) ;

- Désinfection des tissus vivants (mains, peau saine) : les désinfectants employés sont des
biocides. Avant cette directive, ces produits faisaient partie des antiseptiques ;

- Antisepsie des tissus vivants (peau lesée, muqueuses, champ opératoire, peau du
nouveau-né) : il ne s’agit pas de désinfectants mais d’antiseptiques qui ne relévent pas
de la réglementation Biocide ou dispositifs médicaux. Les antiseptiques sont des
médicaments avec une autorisation de mise sur le marché (AMM) de type médicament
selon deux directives européennes 65/65/CEE et 92/73/CEE ;

- Les produits d’hygiéne ne revendiquant pas d’activité antiseptique ou desinfectante
rentrent dans la catégorie des cosmétiques avec une réglementation spécifique (directive
76/768/CEE du 27 juillet 1976 applicable jusqu’en 2013 puis réglement CE du 30
novembre 2009) (78).

Dans le domaine medical, deux grandes catégories de désinfectants se retrouvent : biocide
ou dispositif medical selon les revendications du fabricant. Dans chacun des cas, le désinfectant
doit répondre a la réglementation européenne specifique liee a son statut. La norme NF EN
14885 spécifie les normes europeennes auxquelles les produits doivent étre conformes afin de
soutenir les revendications d’activité microbicide (ex : Norme EN 13727 obligatoire pour les
produits permettant une désinfection des surfaces avec action mécanique prouvant une activité
bacteéricide) (78).

11.1.2. Choix d’un produit de hionettoyage

En milieu hospitalier, un produit de bionettoyage est choisi pour répondre a un cahier
des charges préalablement établi. Le choix prend notamment en compte les aspects suivants :
indications du produit, le ou les principes actifs souhaités ainsi que le ou les adjuvants souhaites,
le spectre d’action du produit, le niveau de désinfection souhaité, la présentation, le temps de
contact maximum souhaité, la toxicité du produit (avec notamment I’émergence de pathologies
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respiratoires comme I’asthme en lien avec I’utilisation de produits de bionettoyage (79)) et la
liste des matériaux incompatibles avec le produit (78).

I1.2. Produits de bionettoyage et AMP

Un bionettoyage rigoureux du laboratoire d’AMP est bien évidemment obligatoire pour
limiter la contamination microbienne, nocive pour les gameétes et les embryons mais aussi pour
assurer la sécurité des praticiens du laboratoire (15). Les modalités du bionettoyage du
laboratoire sont définies avec le comité en charge de la lutte contre les infections nosocomiales
(CLIN) ou son équivalent (13). La procédure genérale de nettoyage tient compte des produits,
de leur mode d’emploi, des surfaces, du temps et du nombre de personnes nécessaires a la
réalisation de cet entretien. Chaque laboratoire choisit ainsi la procédure la plus adaptée a son
environnement et son activité. Enfin, un contrdle pour verifier la biodécontamination des
différentes zones du laboratoire est effectue régulierement par des prélevements de surface (a
I’aide de boites de Pétri entre autre) (13). Dans leur laboratoire, Esteves et Bento ont défini une
liste de taches quotidiennes de bionettoyage : nettoyage de toutes les surfaces de travail, des
sols, de I'équipement, des bouches d’aération, des portes, des casiers et vidange des déchets.
Les incubateurs sont nettoyés de facon mensuelle. Annuellement, les pieces du laboratoire sont
désinfectées avec une solution a 2% d'hypochlorite de sodium. Tous les 6 mois, des
prélevements microbiologiques a I’aide de boites de Pétri (moisissures et bactéries) sont réalises
dans chaque piece du laboratoire (24).

L’ arrété du 3 ao(t 2010 relatif aux régles de bonnes pratiques cliniques et biologiques
d’assistance médicale a la procréation précise notamment que les produits de bionettoyage
utilises dans les laboratoires d’AMP sont choisis parmi ceux ne présentant pas de toxicité
connue sur les gametes, les tissus germinaux ou les embryons aux doses employées (13). En
effet, de part leur composition chimique, les produits bionettoyants peuvent contenir des
composés comme des terpénes utilisés en tant que parfums (ex : limonene) (80). Ces composés
appartiennent a la grande famille des COV et peuvent impacter directement ou indirectement
I’embryon, apres réaction avec des molécules atmosphériques donnant naissance a des Aérosols
Organiques Secondaires (AOS) (81). Les travaux de Singer et al. montrent que méme dilués,
I’utilisation de produits bionettoyants peut s’accompagner d’un dégagement de COV (moins
important tout de méme) (80). Une explication détaillée est donnée dans la partie relative aux
COV (cf ci-apres).

11.3. Enquéte BLEFCO

Un état des lieux des pratiques de bionettoyage dans les laboratoires d’AMP de France
a été realise a I’aide d’un questionnaire envoyé par mailing-liste a I’ensemble des adhérents de
I’association des Biologistes des Laboratoires d’Etude de la Fécondation et de la Conservation
de I’ceuf (BLEFCO). Chaque centre participant devait compléter un tableau mentionnant : le
nom du centre, chaque produit utilisé dans le laboratoire, I’usage fait de chaque produit, et
d’éventuelles remarques. Un tableau de synthese a été complété suite aux retours par mail des
différents centres participants.
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Tableau 3 : Etat des lieux des pratiques de bionettoyage dans les centres d'’AMP de France et & Bruxelles

Centre

Produit utilisé

Usage

Remargues

Centre d’AMP du
CHRU de Nancy

1. Aniosurf®

Décontamination de toutes les surfaces
dont sols, paillasses, étuves

Pour les étuves, apres application du
produit et séchage, un ringage visant a
éliminer toute trace de produit est
effectué

2. Salvanios®

Décontamination par trempage
(portoirs, matériel pour CCTO,...)

Décontamination du plan de travail

Toute projection entraine I’utilisation de

Centre d'AMP du
CHU de
Clermont

3, W SEil entre deux transferts embryonnaires I’ Aniosurf®
Décontamination apres chaque
1. Oosafe® manipulation des paillasses et des

hottes

2. DD Désinfectant- Détergent
(ANIOS)

Désinfection 2 fois par an compléte
des paillasses, hottes, petit matériel et
centrifugeuses

3. Eau steérile ppi

Décontamination des paillasses en cas
de contamination accidentelle

Centre d'AMP du
CHU de Créteil

1. Oosafe® ND

Décontamination des paillasses et des
étuves

2. Ethanol 70%

Décontamination des paillasses, et des
étuves lors des fermetures du
laboratoire (3x/an)

3. Vapeur d'eau

Sols
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Centre Produit utilisé Usage Remarques
Centre d’AMP de Sans ringage
La Rochelle 1. Oosafe® Sols et Surfaces

(Pas d’autres produits)

Centre PMA du
CHIREC
(Bruxelles, Braine
BRAINE
L'ALLEUD)

1. Oosafe® Disinfectant for CO2
Incubators and Laminar Flow
Hoods

Marque SPARMED, REF.
OODIH-1000

Décontamination des incubateurs

(1x/mois), flux laminaires (entre

chaque acte et début/fin journée),
surfaces

MEA et HSSA TESTED, For IVF
LABORATORY Tested

2. Fertisafe® "Embryo safe
disinfectant spray"

Marque: Rl REF: 7-90-305

Nettoyage de toutes les surfaces du
laboratoire (plans de travail, chaises,
meubles, microscopes, cables,
ordinateurs, extérieur des incubateurs,
centrifugeuses (1x/semaine)

3. Oosafe® Surface Disinfectant

Nettoyage des sols (1 sur deux) et
nettoyage des murs/plafonds (1x/6
mois)

4. Tristel Fuse for Surfaces®

Nettoyage des sols (1 sur deux)

Centre d'AMP du
CHU de REIMS

1. Surfanios®

Décontamination de toutes les surfaces
dont sols, paillasses, étuves

2. Salvanios®

Décontamination par trempage
(portoairs, ...)

3. Ethanol 95%

Décontamination des platines de
microscopes

Non quotidienne car pas d’huile (pas
d’IMSI)

4. Eau stérile

Décontamination du plan de travail
entre deux transferts embryonnaires

Toute projection entraine I’utilisation de

Surfanios®
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Centre

Produit utilisé

Usage

Remargues

Centre d'AMP de
MARSEILLE
CONCEPTION

1. DDN9® (DUTSCHER)

Désinfectant neutre pour incubateurs
et étuves

Trempage des éléments démontables de
I'incubateur + intérieur de I'incubateur
avec lingette imbibée de DDN9
+ ringage a l'eau filtrée

2. Aniosurf®

Nettoyage des sols

3. Surfa’Safe®

Mousse de désinfection des plans de
travail, paillasses, platines de
microscopes, vis de microscopes,
poignees de portes des incubateurs

Centre d’AMP du
CHRU de Nimes

1. Déterganios®

Nettoyage de toutes les surfaces dont

sol (quotidien), paillasses (1 fois par

mois), incubateurs (semestriel, avant
fermetures)

2. Surfanios®

Décontamination de toutes les surfaces
dont sols (1 fois par mois), paillasses
(quotidien)

3. Oosafe® Appliqué a la fin du nettoyage 3 temps
mensuel et semestriel
4. Eau Rincage entre déterganios® et

surfanios® (nettoyage 3 temps)

5. Ethanol 70%

en fin de nettoyage des incubateurs
(semestriel, avant fermetures)

Centre d'AMP de
NATECIA LYON

1. Oosafe® Surface disinfectant

(SPARMED)

Sols uniquement
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Centre

Produit utilisé

Usage

Remargues

REF 00DSF-02000

2. Oosafe® Disinfectant for CO2
Incubators and Laminar Flow
Hoods

(SPARMED)
REF 00DIH-1000

Décontamination de toutes les
surfaces, paillasses, étuves, platines,
microscopes

3. Ethanol 70%

Nettoyage des traces d’huile sur
platines et paillasses

Décontamination de toutes les surfaces . . .
1. Oosafe® ccontaminatio o_Ie . Ringage a I'eau des paillasses
Centre d’AMP du dont sols, paillasses, étuves
CHU de Nantes 2. Eau stérile Nettoyage des postes de travail entre
deux patients
1. Aniosurf® Décontamination de toutes les surfaces

Centre d’AMP du
CHU de Poitiers

dont sols

2. Surfa’safe®

Paillasses, étuves

Pour les étuves, apres application du
produit et séchage, un ringage visant a
éliminer toute trace de produit est
effectué

Centre d’AMP
d’ Annemasse

1. Oosafe®

Paillasses, matériels, hottes, étuves

2. Surfanios®

Sols
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Centre Produit utilisé Usage Remarques
: . 0
3. Aniosyme® et Stéeranios® 2% Corps de pompe
ERANI0SIEI® Désinfection des mains
Pour toutes les surfaces apres application
. . du produit et séchage, un ringage visant a
i Décontamination de toutes les surfaces e .
LI ANIDSURI® i . éliminer toute trace de produit est
dont sols, paillasses, étuves ) L
effectué. (Eau stérile pour hottes et
paillasse et étuves)
2. Salvanios® Deécontamination par trempage
Centre d’AMP du (portoirs, matériel pour CCTO,...)
CHRU de Lille Décontamination des platines de
3. Ethanol 70% microscopes en fin de journée (plutot
si besoin et aprés IMSI mais pas tous
les jours)
Décontamination du plan de travail
4. Eau stérile entre 2 manipulations (transferts Toute projection entraine I’utilisation de
embryonnaires ou lecture de POV et I’ Aniosurf®
platine des micro-injecteurs...)
1. Surfa’safe® Décontamination quotidienne des
Centre d’AMP de paillasses et PSM en fin de journée
Clamart 2. Surfanios® Décontamination hebdomadaire des
paillasses, dessus des étuves...
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Centre Produit utilisé Usage Remarques

3. DD Détergent- Nettoyage quotidien des sols apres
Désinfectant (ANIOS) avoir utilisé des lingettes attrape-
poussiéres
, - Les clayettes des étuves sont envoyées en
4. Eau stérile Nettoyage des étuves lors des periodes y y

stérilisation a chaque période de

de fermeture (6x/an) fermeture (6x/an)
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111 Généralités sur les Composés Organiques Volatils (COV)

.1 Définition

I11.1.1. Familles chimigues et sources d’émission

La définition des Composes Organiques Volatils (COV) est décrite dans la Directive
européenne du 11 mars 1999, relative a la réduction des emissions de COV dues a I’ utilisation
de solvants organiques dans certaines activites et installations (82) :

- Un«composé organique » est défini comme tout composé contenant au moins I’élément
carbone et un ou plusieurs des éléments suivants : hydrogéne, halogéne, oxygéne,
soufre, phosphore, silicium ou azote, a I’exception des oxydes de carbone et des
carbonates et des bicarbonates inorganiques (83) ;

- Un « composé organique volatil » correspond a tout compose organique ayant une
pression de vapeur de 0,01 kPa ou plus a une température de 293,15 K ou ayant une
volatilité correspondante dans les conditions d’utilisation particuliere (83).

Une autre définition est donnée dans la Directive 2002/3/CE qui qualifie de COV « tous les
composés organiques provenant de sources anthropiques et biogénes autres que le méthane,
capables de produire des oxydants photochimiques par réaction avec des oxydes d’azote sous
I’effet du rayonnement solaire » (84).

Parmi les grandes familles de COV, on retrouve :
- Les hydrocarbures aliphatiques : hydrocarbures a chaine carbonée ouverte,

o Parexemple, le 1,3-butadiéne est un alcéne formé lors des combustions et classé
cancérogene ;

- Leshydrocarbures alicycliques : hydrocarbures cycliques dérivés de la série aliphatique,

o0 Cycloalcanes, cycloalcadienes et terpenes constituent cette sous-famille,

= Les terpénes sont présents dans beaucoup de produits d’origine végétale
et notamment les essences utilisées pour les parfums et produits
d’entretien (exemple du limoneéne) ;
- Les hydrocarbures aromatiques : hydrocarbures formes d’au moins un cycle d’atomes
de carbone comme le benzéne : on parle alors de noyau aromatique,

o0 Lorsque plusieurs noyaux aromatiques rentrent dans la composition d’un
composé de ce type, il est alors qualifié d’Hydrocarbure Aromatique
Polycyclique (HAP),

= Plusieurs cancérogenes se trouvent dans cette sous-famille (notamment
le benzene). Les carburants comme I’essence comportent une fraction de
ces composés et I’essence sans plomb contient par exemple jusqu’a 1%
de benzéne ;
- Les hydrocarbures substitués : hydrocarbures présentant un atome autre que le carbone
et I’hydrogéne,
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0 Les halogénes : chloroforme, tétrachlorométhane, chlorure de vinyle,
chlorobenzene etc. De nombreuses molécules de cette sous-famille sont classées
cancérogenes,

o0 Lesalcools : méthanol, éthanol, propanol, butanol etc. La toxicité de ces alcools
est généralement faible car leur concentration dans I’atmosphére est peu élevée,

0 Les aldéhydes : formaldéhyde, acétaldéhyde et acroléine en particulier. Ces
molécules sont des composés irritants respiratoires et des cancerogenes
reconnus,

O Les cétones : acetone, butanone, etc. Ce sont des solvants trés largement utilisés
dans I’industrie et présents dans certains produits domestiques. Ils sont
également des irritants respiratoires,

0 Lesétherset lesesters : éthyléne glycol, Ethylene Glycol Methyl Ether (EGME),

acetate d’éthylglycol etc. Ces COV sont particulierement employés dans les

peintures, vernis et produits de nettoyage. Les éthers de glycol de bas poids
moléculaire sont classés repro-toxiques par I’Union Européenne,

Les acides : acide formique, acide acétique etc.,

O Les amines, amides et nitriles : par exemple I’acrylonitrile, monomeére de
plusieurs polymeres de large utilisation industrielle et classée cancérogéne (82).

@]

Les sources des COV sont multiples et correspondent a une origine biogénique ou
anthropique. Différents secteurs d’activités produisant ce type de composes ont été identifiés
par le Centre Interprofessionnel Technique d’Etudes de la Pollution Atmosphérique (CITEPA)
métallurgie, imprimerie, mécanique, plasturgie, construction automobile, textile, batiment,
chimie, etc. (85). Les COV sont issus des phénomenes de combustion (fuel, bois, charbon mais
aussi tabac) et sont ainsi présents dans les gaz d’échappements de véhicules (car présents dans
la composition des carburants) et gaz issus des systemes de chauffage (donc a taux plus
important dans les zones urbaines) (82,86,87). Ces composés peuvent aussi étre émis par des
appareils spécifiques comme des microscopes ou des écrans de télévision, mais aussi des
éléments de notre environnement résidentiel comme des meubles, produits de décoration ou
encore matériaux de construction (82,86,88). Certains d'entre eux proviennent de matériaux
utilises pour fabriquer lI'appareil, tels que des polymeéres, des plastifiants, des antioxydants ou
encore des agents de demoulage. L’ utilisation de peintures et de substances pour les sols comme
des adhésifs, mais aussi de certains produits cosmétiques (parfums) provoque une libération de
COV (82,86,89). Enfin, de nombreuses procedures de nettoyage s’accompagnent d’une
émission de COV en raison des compositions chimiques des produits d’entretien utilisés (80—
82,86).

L’environnement intérieur comporte un taux important de COV (82,90). D’apres
I’inventaire CITEPA de 2013, le secteur résidentiel/tertiaire représente 38% des sources
anthropiques d’émissions de COV en 2010 (85). Dans I’environnement intérieur, le nombre de
COV et leurs concentrations sont méme plus importants que dans I’environnement extérieur
(91). Par exemple, une étude réalisée a Nancy par Gonzalez-Flesca et al. a la fin des années 90
montre une concentration moyenne en benzéne plus importante & I’intérieur (10,8 pg/m®) qu’a
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I’extérieur (4,4 ug/m?) des constructions habitables (92). Ces conclusions sont préoccupantes
dans la mesure ou la population passe plus de temps en intérieur qu’en extérieur (82).

639 kt en 2014

comPOSés Sources
e = Organiques Volatils anthropiques

/// Sources \\ (Cov)
biogéniques N

\
w  Résidentiel : 43%

Construction : 10%

Industrie manufacturiére : 36%

Figure 13 : Sources des Composés Organiques Volatils (COV) (chiffres utilisés : www.citepa.org)

111.1.2. Etudes toxicologigues

I11.1.2.a. Action toxigue indirecte

Au niveau troposphérique (a une altitude comprise entre 7 et 10 km), sous I’effet des
rayonnements ultra-violets solaires, les COV genérés par les activités et matériaux explicités
ci-avant engendrent la formation d’ozone et d’autres composes acides ou oxydants (peroxyde
d’hydrogéne, acide nitrique etc.). Ce sont donc des précurseurs de la pollution photo-chimique
ou pollution photo-oxydante (82).

Sans parler des conséquences environnementales sur I’effet de serre, I’0zone formé est
un compose irritant respiratoire (pouvant occasionner jusqu’a des crises d’asthme chez des
personnes sensibles) et peut réagir dans notre environnement intérieur avec certains COV
(limoneéne present dans les parfums, acide linoléique provenant du linoléum etc.). Différents
composés avec effets nefastes sur la santé humaine peuvent alors se former comme le
formaldehyde, I’acroléine, le peroxyde d’hydrogéne, certains acides organiques ou encore des
particules fines (particules de diameétre inférieur a 2,5 pum appelées PM 2,5) ou ultrafines
(particules de diametre inférieur a 0,1 um) (81,82,93-95). L’action toxique de ces Aérosols
Organiques Secondaires (AOS) a notamment été démontrée chez le rat ou des irritations
respiratoires majeures ont été mises en évidence (96). Cicolella met en évidence un probleme
de santé publique considérable car I’auteur rappelle que de nombreux terpenes sont présents
dans les compositions de multiples produits de notre quotidien comme les désodorisants
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commerciaux ou les produits de bionettoyage (82,97). Ainsi en cas de période de pollution par
I’0zone, la formation d’AQOS et ses consequences seraient majeures, et en particulier dans les
endroits ou les procedures de nettoyage sont plus freqguemment appliquées par crainte du risque
infectieux, comme les creches ou les maisons de retraite (82).

I11.1.2.b. Action toxique directe

Des études toxicologiques ont été menées sur I’animal ou I’Homme pour connaitre
I’impact des COV mais ces travaux ne décrivent jamais les effets sur I’embryon in vitro de ce
type de composés (86). L’action toxique directe d’un COV depend de la molécule en question
et correspond principalement a une atteinte respiratoire (majorée par les autres polluants de
I’air) ou, pour certains composes comme le benzene, a des effets cancérogénes (82,98,99).

A la fin des années 90, Andersson et al. ont publié une revue de la littérature faisant état
des différentes méthodes analytiques et concentrations en COV totaux dans I’air de certains
buildings, avec pour objectif de déterminer un lien avec différents effets toxiques observeés chez
I’Homme. Des réactions d’irritations ont éte notées. Elles faisaient parties d’un syndrome plus
global appelé le syndrome des batiments malsains (« sick building syndrome ») caractérise par
des maux de téte ou encore des troubles respiratoires. Cependant, les différentes études n’ont
pas montré de lien fort entre taux de COV et ce syndrome (100).

De par leur impact au cours de I’embryogenese in utero et selon I’hypothése de Barker
(101), les COV et autres polluants atmosphériques auraient une influence sur le poids de
naissance et un lien potentiel avec la prématurite et des malformations cardiaques congénitales
(102,103). La pollution atmosphérique entraine une atteinte respiratoire et génerale de la femme
enceinte, altérant indirectement le développement feetal (102). Plus précisément, des études
experimentales et epidémiologiques ont prouvé que certains COV comme les HAP peuvent
traverser la barriere placentaire et ainsi étre en contact direct avec le feetus, a I’origine des effets
néfastes évoqués (104-106). Au niveau moléculaire, ces composés pourraient présenter des
effets anti-oestrogéniques ou se lier au récepteur nucléaire Aryl hydrocarbon (AhR) et
provoquer alors un état inflammatoire, induisant notamment des dommages au niveau de
I’ADN et I’activation du phénomeéne d’apoptose cellulaire (102). De par leur interaction avec
des récepteurs aux facteurs de croissance cellulaire, les HAP pourraient perturber I’expansion
précoce du trophoblaste, entrainant alors notamment une altération de I’implantation et de la
placentation et donc une réduction des échanges en nutriments et oxygene avec le feetus (107).
Par la suite, en période post-néonatale, les COV sont aussi incriminés dans une mortalité
d’origine respiratoire, notamment en raison de la sensibilité¢ des nouveaux-nés prématurés
présentant une immaturité pulmonaire (108).

Au niveau moléculaire, I’action toxique des COV en général s’explique par I’induction
de phénomeénes de stress oxydatif (102). De maniére générale, les COV et particules ultra-fines
de la pollution atmosphérique se retrouvent largement au niveau pulmonaire et peuvent
échapper a la phagocytose des macrophages alvéolaires (ceci expliquant leur impact sur
d’autres organes apres translocation extra-pulmonaire) (109). Cette concentration en COV au
niveau de I’épithélium respiratoire conduit & un afflux de cellules immunitaires et a une tres
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large sécrétion cytokinique, a I’origine d’un état inflammatoire majeur avec formation
d’especes réactives de I’oxygene (ERO) (110,111). En cas de déplétion concomitante en
glutathion induite par les COV, les dommages provoqués par ce stress oxydatif seraient tres
importants (102).

Les organismes vivants a I’instar des mammiféres sont relativement protégés des effets
néfastes des COV ou des toxiques atmosphériques par leur systeme immunitaire, digestif mais
aussi par la barriere épitheliale. Dépourvus de ces différentes protections, les ovocytes et
embryons in vitro sont particuliérement sensibles a I’action des COV (86,112,113).

11.2. Méthodes de dosage

Il est possible de déterminer les concentrations de COV en extrayant ces composes a
I’aide de milieux de filtration fixes tels que le charbon actif et le permanganate de potassium.
Il est néanmoins plus approprié de quantifier les COV en utilisant un systéme de capture sous
vide et un régulateur de débit (86).

Un échantillon d’air peut étre capté au moyen d’une pompe calibrée contenant du
dioxyde de soufre et un milieu adsorbant pour les COV a base de charbon actif. Un autre milieu
adsorbant de type Tenex, a base de polymeres poreux issus de I’oxyde de 2,6-diphenyl-p-
phenylene, est une alternative au charbon activé. Apres désorption, I’analyse s’effectue ensuite
soit par Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a un Détecteur d’lonisation de Flamme
(CPG-DIF) ou par Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a une Spectrométrie de Masse
(CPG-SM) (86,113). Dans I’étude de Cohen et al., les boites d'échantillonnage en acier
inoxydable, préalablement nettoyées chimiquement, ont été remplies pendant une période de 8
heures a un débit contrdlé afin d'obtenir un volume d'échantillon total de 6 L. L’analyse fut
réalisée ensuite apres désorption selon la méthodologie US EPA Method TO-14 (1984/1988)
et correspond a une analyse en CPG-SM (86).

Les mesures courantes de la qualité de l'air intérieur indiquent généralement des
concentrations de faible masse moléculaire (benzéne, toluéne, hexane) de 1 & 15 mg/m? d'air.
Les hydrocarbures chlorés peuvent également atteindre 1 & 10 mg/m? d'air. 1l est essentiel de
réaliser que les données en laboratoire d’AMP sont présentées en pg/m? d'air, c'est-a-dire 1000
fois moins que les mesures plus conventionnelles de qualité de I"air en mg/m® (86). Pour
pouvoir réaliser ces dosages, les méthodes analytiques évoquées ci-avant sont d’ailleurs issues
de modifications apportées aux procédures de dosages environnementaux des COV pour
atteindre une tres faible limite de détection (jusque 0,1 ppb dans I’étude de Worrilow et al.)
(113,114).

Bien que tres sensible, et constituant une méthode de référence, le dosage des COV par
CPG-SM requiert un équipement sophistiqué et nécessite du temps. D’autres principes
analytiques ont ainsi émergé pour permettre un monitorage rapide en temps réel du taux de
COV dans I’air, en utilisant des dispositifs électroniques portatifs dotés de capteurs. Ces
appareils peuvent détecter des concentrations de I’ordre de parties par million (ppm) et aussi
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prédire avec une preécision raisonnable la structure moléculaire de COV rencontrés dans
I'environnement ou dans les atmospheres closes (24,115). Toutefois, Esteves et Bento estiment
gu’une détection encore inférieure, de I’ordre de parties par milliard (billion en anglais) (ppb)
serait souhaitable dans le cadre du laboratoire d’AMP ou de trés faibles taux de COV suffisent
a impacter les embryons. Les auteurs rappellent également que toutes les méthodes de mesure
disponibles sont sélectives et ne peuvent mesurer simultanément tous les COV présents dans
une atmosphére. La gamme des méthodes de mesure et des instruments d'analyse est grande et
déterminera la sensibilité des mesures ainsi que leur sélectivité ou leurs biais. Ainsi toute
mesure de COV doit étre accompagnée d'une description de la méthode utilisée afin que les
résultats puissent étre interprétés correctement (24).

11.3. Origine des COV au laboratoire d’AMP

Les COV mis en évidence au laboratoire d’AMP proviennent de I’extérieur et de
I’intérieur du batiment ou est situé le laboratoire, mais aussi de I’intérieur méme des pieces
constituant le laboratoire (86,87,113,116).

Dans leur publication, Cohen et al. mettent en évidence une accumulation de COV issus
des espaces adjacents au laboratoire d’AMP. Parmi les COV retrouves par les auteurs,
I’enflurane, un gaz anesthésiant, était utilisé dans les blocs opératoires adjacents au laboratoire
d’AMP. La présence de gaz réfrigérants détectes serait liée au systéme de ventilation des
batiments. Enfin, des taux notables d’hydrocarbones aliphatiques de haut poids moléculaire
s’expliqueraient par des phénoménes de combustion ou d’émission de particules diesel
(circulation dense de véhicules dans les zones urbaines) (86). Des COV sont, par ailleurs, issus
de produits utilises au laboratoire comme les boites de Pétri ou bonbonnes de CO, (cf figure
14) (86,117). Les matiéres plastiques (notamment le polystyrene) que comportent les boites de
Petri libérent des vapeurs de styréne, un composé carcinogene (86,113). Cette toxicité des
matieres plastiques pour n’importe quel type de cellule cultivé a leur contact a depuis longtemps
été observée (118). Les incubateurs sont constitués a 95% d’air provenant de la piéce du
laboratoire et a 5% d’air provenant de bonbonnes de gaz (CO,) raccordées (86,112). Le taux
maximal en COV de I’air des bonbonnes répond a des criteres valables pour une exposition
professionnelle humaine répétée. Ce taux ne peut étre considéré comme un taux compatible
avec la culture exigeante des embryons humains (86).
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Figure 14 : COV détectés dans une bonbonne de CO2 utilisée pour les incubateurs des laboratoires d'AMP (d’apres

(86))

Cohen et al. notent également que I’utilisation de certains produits détergents pour le
bionettoyage des sols des hopitaux peut s’accompagner d’une détection de d-limonene
(frequemment utilisé comme parfum dans la composition de ces produits) au niveau des étuves
du laboratoire d’AMP (86).

Le formaldehyde ne se retrouve quasiment jamais en concentration importante en
extérieur car ce COV est rapidement dégradé par le rayonnement solaire ou des bactéries
présentes dans I’eau ou le sol. En revanche, il peut tout a fait s’accumuler en environnement
intérieur comme au laboratoire d’AMP ou sa principale origine correspond aux matiéres
plastiques, consommables ou fournitures de laboratoire (87).

Des COV retrouves au laboratoire de FIV peuvent aussi étre issus de changements
environnementaux intervenus dans la périphérie du batiment du laboratoire comme des
ravalements de route ou des constructions de nouveaux batiments (113).

Une analyse des COV détectés accompagnée en paralléle d’un examen rigoureux des

FDS des différents produits présents dans I’environnement limitrophe du laboratoire d’AMP
ou en son sein, permet une corrélation explicative (86).
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11.4. Impact des COV sur les gamétes et les embryons humains

111.4.1. Mécanisme d’action

Les COV seraient des composes embryo-toxiques directs ou indirects apres réaction
avec d’autres molécules atmosphériques formant alors un composé toxique, comme expliqué
précedemment. Ces composes induiraient notamment une déplétion intracellulaire en agents
anti-oxydants comme le glutathion, exposant ainsi les gamétes et embryons a I’action de
radicaux libres de I’oxygeéne ou autres agents oxydatifs (113,119). En effet, le glutathion sous
sa forme réduite est un substrat essentiel lors des réactions de conjugaison detoxifiantes,
catalysées par I’enzyme glutathion-S-transferase (113). De maniére générale, les embryons sont
particulierement sensibles a I’action de toxiques comme les COV pendant la phase dite pré-
implantatoire (120).

Cet impact pourrait avoir un effet négatif sur les taux de fécondation en FIV (87).
L’etude de Hall et al. met en évidence une diminution du développement embryonnaire corrélée
a la présence d’acroléine (113). Avant cette étude, ce COV était deja connu pour ses effets
toxiques sur les embryons de souris (121). Par ailleurs, Maluf et al. ont montré que les embryons
de souris sont sensibles a I’action de particules fines de I’air : ces polluants seraient a I’origine
d’une anomalie de ségrégation de la masse cellulaire interne et des lignées cellulaires donnant
le trophectoderme au stade blastocyste (122). L’étude de Perin et al. met en évidence une
association entre une exposition aigue a des taux importants de PMj, pendant la phase
folliculaire (période préconceptionnelle) et la survenue de fausses couches, chez des femmes
suivies en AMP et chez des femmes n’ayant pas eu recours a I’AMP pour concevoir. Cette
conclusion suggeére un effet seuil des COV et particules polluantes de I’air plutot que « dose-
indépendant » sur la reproduction humaine (123).

Concernant I’impact spermatique, certaines études démontrent un effet néfaste des COV
sur la qualité des spermatozoides (124,125). Rubes et al. expliquent que certains COV comme
les HAP peuvent atteindre les testicules et former par la suite des adduits sur I’ADN
spermatique (124). Leur théorie s’appuie notamment sur des études antérieures ayant prouve
I’existence d’adduits d’HAP sur I’ADN dans le sang ainsi que dans le placenta (126,127). Le
résultat de leurs travaux montre une fragmentation de I’ADN spermatique augmentée (évaluée
par Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA)) en corrélation avec des épisodes de pollution
de I’air (124).

111.4.2. Données de la littérature

Peu d’études existent dans la littérature a propos d’un impact de la qualité de I’air au
laboratoire d’AMP et des COV sur la viabilité des gametes et le développement embryonnaire
(86,119,128). Certains travaux montrent qu’une amélioration du taux de fécondation en FIV est
corréelée avec une amélioration de la qualité de I’air par le biais de I’application de systémes de
filtration (24,87,116,119,129-139). En revanche, d’autres études ne retrouvent pas cette
amélioration (86,112,113,140-142).
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Le tableau présenté en annexe | résume I’ensemble des publications (avec observations
statistiquement significatives) dont certains résultats sont discutés dans cette partie.

I11.4.2.a. Etudes montrant un intérét a améliorer la qualité de I’air au
laboratoire d’AMP

L’étude rétrospective de Munch et al. montre I’intérét d’une filtration chimique de I’air
avec charbon activé. Pendant la période d’absence de filtration, les taux de fécondation, de
clivage et de blastulation sont faibles. Ces constatations ont été particulierement mises en
évidence pour les embryons issus des cycles d’ICSI. Selon les auteurs, ce phénoméne peut
s’expliquer par une éventuelle protection du zygote par les cellules du cumulus lors de la
procédure de FIV classique. Il est a noter que ces résultats ne sont, en revanche, pas du tout
observés pour les embryons obtenus et cryoconserves avant I’arrét du systéme de filtration, puis
décongelés et cultivés pendant la periode d’absence de filtration. Ceci suggere que les embryons
humains sont préferentiellement impactés pendant la période péri-fécondation in vitro.
Finalement, les auteurs suspectent qu’une augmentation de la concentration en COV dans leur
laboratoire due a Il’arrét du systeme de filtration explique les phénoménes observes et
notamment I’altération du développement embryonnaire. Ils recommandent donc I’utilisation
d’un systéeme de filtration des composeés contenant du carbone de I’air dans un laboratoire
d’AMP. Toutefois, le caractere rétrospectif de cette étude est une limite évidente. Par ailleurs,
les auteurs notent que les taux d’implantation et les taux de grossesse par transfert ont été
inchangés durant toutes ces périodes. Cependant, en réponse a des embryons de moins bonne
qualité, la mesure corrective appliquee dans leur centre a été de transférer davantage
d’embryons, ceci entrainant un biais dans I’interprétation du taux stable de grossesse. Enfin,
aucune mesure chimique precise n’a éte réalisée pour prouver une augmentation significative
du taux de COV dans le laboratoire (119).

Boone et al. ont construit une piéece « salle propre » de classe 100 pour leurs activités
d’AMP de fagon a limiter le plus drastiqguement possible la présence de COV au laboratoire.
Une « salle propre » de classe 100 correspond a un laboratoire 1SO classe 5 (maximum de 3530
particules de dimension supérieure ou égale & 0,5 um/m°). Dans leur étude rétrospective, ils
démontrent qu’il existe un lien entre I’amélioration de leur taux de fécondation et taux de
grossesse, et la construction d’une telle piece avec les procédes de filtration de I’air mis en
place. Un air de meilleure qualité permettrait ainsi d’obtenir une meilleure qualité gamétique.
Un biais majeur réside toutefois dans le fait qu’ils ont en paralléle changé de technique de
transfert embryonnaire. De plus, aucune mesure de COV n’a éte effectuée (116).

De la méme maniere, Jindal et al. ont construit un nouveau laboratoire avec filtration
HEPA et filtration des COV avec permanganate de potassium. Leurs résultats s’en trouvent
nettement améliorés et notamment les taux de grossesse (46,8% versus 32,9%, p=0,005). Apres
ajustement en fonction des parameétres liés aux patients (age, FSH, nombre d’embryons
transférés etc.), une association entre nouvel environnement du laboratoire et taux de grossesse
plus élevée a été mis en évidence (OR 1.94, IC 95% : 1.2-3.2, p<0.01) (137).
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Khoudja et al. ont constaté une réduction des taux en COV apres installation d’un
nouveau systéme de filtration de I’air (type Landson™ systéme) et une amélioration paralléle
des taux de fecondation et d’implantation. Certains COV comme le propylene ou le propane
n’ont toutefois pas diminué significativement en taux (87).

De nombreuses études comme celle de Mayer et al. ont montré une amélioration des
taux de grossesse aprées I’application d’un systeme Carbon-Activated Air Filtration (CODA®)
sans pour autant améliorer la qualité embryonnaire. Merton et al. I’ont démontré pour des
embryons bovins (143). Les auteurs font I’hypothese qu’une amélioration de la qualité
intrinseque de I’embryon, non évaluable avec les criteres morphologiques habituellement
utilises par les embryologistes, est observee avec ce type de systeme filtrant (143). Ce systeme
autonome CODA® apparait comme performant selon Forman et al. : associé a un systéeme
HEPA et avec charbon actif ainsi qu’un filtre utilisant du permanganate de potassium, il a
permis une diminution des taux en COV, particules et aldehydes (130). D’autres études ou
utilisations en routine n’ont en revanche montré aucune amélioration du développement
embryonnaire et des taux d’implantation si des étuves étaient equipées du systeme CODA®
(87,140).

Dans une étude rétrospective sur 7 ans (entre 2000 et 2007) et 7403 cycles d’AMP,
Legro et al. ont montré une association entre certains polluants de I’air extérieur, notamment le
dioxyde d’azote, et faibles taux de grossesse aprés FIV. Cette association confirme I’interét
d’un air filtré et contrélé au laboratoire d’ AMP afin de maximiser les chances de grossesse chez
des couples infertiles (132).

Worrilow et al. ont procédé a une analyse rétrospective afin d’établir un lien entre les
taux de particules et de COV dans un laboratoire classe 100 (ISO classe 5) d’une part et les
parameétres spécifiques de I'embryogenese et taux d'implantation d’autre part. 1ls concluent que
les taux d’implantation sont liés aux taux de COV : une augmentation du taux de toluene
pendant une période s’est accompagnée d’une diminution du taux d’implantation en paralléle
(134).

Heitmann et al. ont constaté une corrélation entre amélioration de la qualité de I’air de
leur laboratoire par le biais d’équipements CODA®, et amélioration du taux d’implantation
(avec un meilleur taux de blastulation et une meilleure qualité des blastocystes) ainsi que du
taux de naissances vivantes. Aucune mesure de COV n’a toutefois été réalisée pour prouver
I’amélioration de la qualité de I’air. En revanche, aucun autre changement n’étant intervenu
dans leur laboratoire pendant la période étudiée (pas de changement de personnel, équipements
ou procédures), les auteurs concluent a un véritable intérét de I’application d’un systéme de
filtration de I’air (136). Leur conclusion est en adéquation avec I’idee d’une criticité de la
filtration de I’air selon les laboratoires d’AMP les plus performants des Etats-Unis, mise en
évidence par I’enquéte de Van Voorhis et al. (144). Selon cette enquéte, 7 des 10 centres de
FIV aux USA utilisent un systéme de filtration de I'air HEPA associé a une filtration chimique
en phase solide pour les COV (144).
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111.4.2.b. Etudes mettant en cause I’intérét d’un air filtré au laboratoire
d’AMP

Cohen et al. ont mis en évidence que I’air extérieur non filtré serait plus sain que I’air
filtré par systeme High Efficiency Particulate Air (HEPA) ou I’air contrblé présent au niveau
des incubateurs. L accumulation de COV issus des espaces adjacents au laboratoire d’AMP
(comme évoqué dans la partie précédente) expliquerait ce constat (86).

Hall et al. ont réalisé des prélévements d’air dans sept laboratoires de FIV, tous équipés
du systeme HEPA, de systémes de ventilation spécifiques au laboratoire et utilisant des
incubateurs standards (5% CO,). L’étude montre que le taux de COV est croissant de I’extérieur
du batiment (taux moyen en COV totaux de 533 pg/m®), & I’intérieur du laboratoire (taux moyen
en COV totaux de 2862 pg/m°) jusqu’a I’intérieur des étuves (taux moyen en COV totaux de
2769 pg/m?) (113).

Souza et al. ont realisé une étude comparative rétrospective entre 2 environnements
d’incubation 1SO classe 8 versus ISO classe 5. Les auteurs ont ainsi voulu observer I’influence
de I’environnement gazeux des incubateurs sur le développement embryonnaire. La norme 1SO
14644-1 définit qu’un air ambient ISO classe 5 présente un maximum de 3530 particules de
dimension supérieure ou égale & 0,5 pm/m? tandis qu’un air ambient 1SO classe 8 compte un
maximum de 3530000 particules de cette méme dimension. Cette différence entre les
environnements gazeux des etuves a pu étre obtenue par filtration HEPA de I’un des deux
incubateurs utilisés, recréant alors un air ambient 1SO classe 5. Cependant, aucune différence
significative dans les taux de fécondation et taux de clivage précoce n’a été observée entre les
2 groupes d’embryons dans les 2 types d’étuves (112).

Battaglia et al. ne montrent aucune amélioration des indicateurs en FIV avec le systeme
CODA® (140). L’étude de McLellan et al. ne met également en évidence aucun avantage a
I’utilisation d’un systéme de filtration type CODA® pour les incubateurs (141). Enfin, Sene et
al. ont comparé I’utilisation d’une filtration HEPA seule versus HEPA et filtres pour COV dans
les incubateurs. Aucune différence de resultat en FIV n’a été observee entre les 2 groupes (142).

Contrairement a I’enquéte américaine de Van Voorhis et al. qui relate que la plupart des
laboratoires de FIV sont équipés d’un systéeme de traitement de I’air (144), une étude
européenne visant a effectuer un sondage des centres d’AMP en Europe montre que seule 1
clinique sur 10 est équipée d’un systeme specifique pour filtrer et éliminer les COV (145). Cette
difféerence entre Europe et Etats-Unis peut toutefois s’expliquer par le fait que I’étude
ameéricaine a eté réalisée 6 ans apres le sondage europeen, et les pratiques entre les 2 continents
ne sont pas les mémes (128).

I11.4.2.c. Conclusions et points a prendre en compte

Malgré ces quelques études, il est tres difficile de vérifier I’impact réel des conditions
d’air au laboratoire d’AMP car de nombreux facteurs concomitants peuvent entrainer des biais
(86). Ces facteurs peuvent notamment étre inhérents a un laboratoire particulier, localisé dans
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un environnement atmosphérique et limitrophe spécifique (143). Par ailleurs, la plupart des
études présentees sont des études rétrospectives avec parfois des changements de techniques ou
de populations de patients entre différentes périodes comparées, ce qui constitue un biais
important (128). De plus, le manque d’association forte entre particules de I’air et indicateurs
en FIV peut s’expliquer par la durée relativement courte des cultures en FIV, un systéme de
culture sous huile minérale et la présence d’antibiotiques dans les milieux de culture (128). La
réalisation d’études prospectives permettrait de vérifier s’il existe un réel impact de la qualité
de I’air sur le développement embryonnaire (24,116). Toutefois, pour des raisons évidentes
d’éthique médicale, ce genre d’expérimentation sera trés difficile a mener (119). 1l conviendrait
également de vérifier I’intérét des unités de filtration comme les systemes HEPA dans chaque
laboratoire d’AMP en fonction de leur environnement limitrophe (112). Esteves et Bento
rappellent que I’intérét de I’application d’un systeme de filtration ou I’utilisation d’une « salle
propre », pour correspondre aux exigences des directives européennes en matiére de qualité de
I’air (9), fait toujours débat a I’heure actuelle (notamment en raison du codt et de la faisabilité
d’un tel systeme) (24). Certains auteurs pensent méme que ces systemes ne permettent pas de
diminuer le risque de contamination microbienne (lié aux micro-organismes portées par les
particules de I’air) mais pourraient par ailleurs compromettre I’obtention de conditions
favorables a la culture embryonnaire ou gamétique, par la génération d’un flux d’air
refroidissant perturbant le maintien d’un pH et d’une température optimale pour les gametes et
embryons humains (146-148). A I’inverse, d’autres auteurs sont favorables & I’application de
ces directives (24,149).

Enfin, des parametres physiques peuvent entrainer des biais majeurs dans I’évaluation
de la capacité d’un filtre a capter des COV. En effet, la tempeérature extérieure et le taux
d’humidité influencent grandement I’efficacité des systemes de filtration car plus ces
parameétres sont élevés, plus la désorption des COV adsorbés est précoce (150,151).

I1.5. Méthodes pour limiter le taux en COV

Khoudja et al. évoquent un taux optimal de COV inférieur a 0,2 ppm pour éviter tout
impact embryonnaire, méme si le niveau zéro serait évidemment préferable (87). Worrilow et
al. mettent en évidence que 2,2 a 2,7 ppb de toluéne suffirait a affecter le taux d’implantation
(150).

Au laboratoire d’AMP, différents facteurs permettent de limiter le taux et les effets néfastes
des COV :

- Le flux d’air naturel du laboratoire (86,113) ;

- Laréglementation en matiére de seuil toléré en COV (23,86) ;

- La taille, la localisation géographique hors d’une zone trés urbaine et les plans du
batiment dans lequel se trouve le laboratoire d’AMP (10,86,113) ;

- L’utilisation d’un systéme de sur-pression, d’un SAS contr6lé, de filtres « Ultra Low
Penetration Air » (ULPA) au niveau des conduits d’arrivée d’air pour la ventilation
(86,87,113,116) ;
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- Les équipements du laboratoire comme des unites d’ionisation, des systemes HEPA,
des systémes filtrants avec charbon activé ou permanganate de potassium, des systéemes
autonomes type CODA® (86,87,113,116) ;

- Les méthodes derives de I’oxydation ultra-violet photocatalytique « UltraViolet
PhotoCatalytic Oxidation » (UVPCO) (152) ;

- Les milieux de culture embryonnaire et le recouvrement par de I’huile minérale des
boites de culture (86) ;

- L’utilisation d’un systéme de co-culture avec des cellules épithéliales utérines bovines
(lorsque les premieres tentatives de FIV montrent un développement embryonnaire
anormal) (86) ;

- L’interdiction de I’usage de parfums, cosmétiques et autres produits de beauté par le
personnel de laboratoire (24) ;

- L’evaluation périodique des COV présents par des mesures quantitatives dans le cadre
d’un veritable controle qualité (notamment par CPG-SM) (24).

I11.5.1. Systémes de filtration

L'élimination des particules de I'air nécessite un passage forcé de I’air via une pression
positive a travers une série de filtres d'efficacité croissante. L'efficacité du filtre est obtenue en
diminuant le diamétre des pores des membranes. Tout d'abord, la filtration simple de I'air
élimine les particules de tailles importantes telles que la poussiére, et par la suite, des filtres a
particules de haute efficacité (HEPA) ou des filtres a air ultra basse penétration (ULPA) piégent
de petites particules, des moisissures, des spores et des bactéries, diminuant ainsi la
contamination microbiologique (24).

Un systeme de filtration des composés contenant du carbone avec charbon activé
(notamment dérivé de la noix de coco) adsorbe tres bien les COV et représente un intérét plus
grand que le systeme de filtration HEPA (86,119,151). Ce dernier permet d’évacuer environ
99,9% des particules de 0,3 um, sans pour autant eliminer les COV, 100 a 1000 fois plus petits
que la taille des pores des filtres HEPA (24,86,119). Les autres filtres utilisés pour la
purification des milieux de culture et parfois placés a I’intérieur des conduits de gaz
(acheminement du CO;) ont des pores beaucoup plus grands que la taille des molécules
organiques ou inorganiques de faible poids moléculaire (86). Le systeme CODA® a été
introduit en 1997 et correspond a un systeme de filtration placé a I’intérieur des incubateurs,
associe a un filtre rajouté sur I’arrivée de gaz des étuves et une « tour CODA® » filtrant I’air
de la piece de laboratoire (87).

111.5.2. Méthode UVPCO

L'oxydation UV photocatalytique utilise I'énergie des rayons UV absorbes par un oxyde
métallique semi-conducteur (par exemple, I'oxyde de titane) pour produire des espéces réactives
a la surface du photocatalyseur qui réagissent alors avec des COV adsorbés. La photo-oxydation
des COV conduit a une minéralisation partielle (c'est-a-dire a la conversion en CO,, en eau et
en d'autres espéces inorganiques) et produit également des sous-produits partiellement oxydés
(152). Les sous-produits non volatiles restent adsorbeés sur la surface du photocatalyseur mais
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les sous-produits volatiles peuvent étre relargués et constituer des polluants secondaires, ce qui
constitue le principal inconvénient de cette technique (153,154).

111.5.3. Systéme de co-culture

Le mécanisme détoxifiant d’un systéme de co-culture n’est pas précisement connu mais
il permettrait de diminuer I’influence pejorative d’une mauvaise qualité de I’air, en particulier
sur les embryons avec un faible pronostic de développement. Wiermer et al. envisagent que ces
cellules somatiques cultivées simultanément diminueraient le taux en radicaux libres de
I’oxygene (155).

111.5.4.Choix des produits utilisés au laboratoire et protocoles de bionettoyage

Un examen detaillé ou une réévaluation des Fiches De Sécurité (FDS) et notamment de
la composition chimique des produits entrant au laboratoire ou utilisés autour du laboratoire
doit étre réalisé afin de limiter I’utilisation de produits potentiellement dangereux. Par ailleurs,
les protocoles de bionettoyage doivent étre validés pour limiter tout dégagement de VOC. Un
nettoyage approfondi avec des détergents a base d'alcool doit étre interdit. Ceci est d'autant plus
important que les colonisations microbiennes spontanées sont rares dans les espaces filtrés
HEPA. La seule origine possible reste les prélevements gamétiques tel que le plasma séminal
ou encore le liquide folliculaire mais ceci est évitable par un respect rigoureux des regles
d’asepsie au laboratoire, par la vérification de la spermoculture et des prélevements vaginaux
voie basse avant toute tentative de FIV et par une antibioprophylaxie chez certains patients.
Enfin, la maintenance des systémes de chauffage et de climatisation doit étre réguliere (86).
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PARTIE Il : ETUDE EXPERIMENTALE

Dans la pratique courante des laboratoires d’AMP, un certain nombre de produits
décontaminants est utilisé pour nettoyer le matériel en contact avec les prélévements
biologiques au cours de leur traitement et de leurs incubations/conservations sur plusieurs jours.
Or, il est fort probable que ces produits décontaminants persistent a I’état de traces sur le
matériel, méme apres ringage, et interagissent de maniére indirecte avec les gameétes et les
embryons en développement, notamment par I’émission potentielle de COV comme expliqué
dans les parties précédentes. A ce jour, la littérature ne rapporte aucune étude visant a évaluer
et comparer la repro-toxicité de ces produits biodécontaminants utilisés en laboratoire d’AMP.

Ainsi, I’étude BIONETTOX-FIV avait pour objectif d’étudier la repro-toxicité de deux
produits de bionettoyage a I’aide d’un mode opératoire original basé sur le test SpST. Le choix
d’un tel test de repro-toxicité a été fait en raison de la grande sensibilité du test selon la
litterature, d’une rapidité de realisation nous permettant d’envisager plusieurs incubations, et
enfin d’une accessibilité correcte des préléevements spermatiques dans le cadre du travail de
routine de notre service de Biologie de la Reproduction. Nous présentons dans une premiere
partie I’étude préliminaire qui a permis de valider le mode opératoire utilisé, puis dans une
seconde partie I’étude BIONETTOX-FIV sera abordée.

Compatibilité avec application dans
une étuve de laboratoire
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Figure 15 : Chronologie et étapes préliminaires de I'étude BIONETTOX-FIV
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| Validation du mode opératoire : étude préalable témoin positif

Des tests préliminaires ont été réalisés a I’hopital Antoine Béclére (Clamart) dans le
service de Biologie de la Reproduction, dirigé par le Pr Nelly Frydman, pour valider le mode
opératoire propose. Le but de ces expériences préliminaires était de démontrer que le mode
opératoire utilisé permettait bien de mettre en évidence I’impact fort indirect d’une substance
définie et connue comme repro-toxique : I’alcool (éthanol 70%).

I.1. Choix des prélévements spermatiques et qualification

Pour chaque incubation de 24h a 37°C, a JO, deux spermes (un seul pour la premiere
incubation) aux caractéristiques normales selon I’OMS (normospermes) provenant de I’activité
de routine du laboratoire de biologie de la reproduction ont été conservés. Ces prélévements
présentaient les caractéristiques suivantes :

Tableau 4 : Valeurs normales du spermogramme (source : site OMS http://www.who.int/fr/)

Parameétres spermatiques Valeurs seuils
Volume éjaculé 1,5-6 mL
Numération par mL > 15 millions
Numération par éjaculat > 39 millions
Mobilité totale (progressive + non progressive) >40%
Vitalité >58%
Pourcentage de formes normales >30%
Leucocytes < 1 million

Dans le cadre de leur utilisation thérapeutique en AMP, les prélévements spermatiques
étaient qualifieés (mobilité et vitalité) puis préparés par méthode de gradient de densité
Pursperm® 90%/45% (centrifugation a 1500 tr/min pendant 20 min apres dép6t du sperme frais
sur le gradient) suivi d’un lavage (avec du Ferticult et centrifugation a 1700 tr/min pendant 10
min). Une numération en cellule de Malassez était réalisée sur la préparation spermatique finale.
Aprés mise en ceuvre de I’acte d’AMP (FIV ou ICSI), le surplus de préparation spermatique
finale etait recueilli et avant de lancer I’experimentation, une qualification des parametres
spermatiques était a nouveau effectuee : mobilité et vitalité spermatique.

La mobilite spermatique a été réalisée selon la méthodologie detaillée dans la partie
« Matériels et méthodes » ci-aprés. La vitalité spermatique a éte évaluée selon le protocole en
vigueur dans le service de biologie de la reproduction de I’hdpital Antoine Béclere :
- Dans un petit tube en plastique mettre 10ul d’éosine + 10ul sperme puis vortexer ;
- Ajouter 20 pul de nigrosine et vortexer a nouveau ;
- Déposer une goutte du mélange sur une lame en verre, étaler le frottis, laisser sécher
puis observer au microscope a I’objectif X40 ;
- Les spermatozoides vivants (ne laissant pas passer le colorant) apparaissent blancs alors
que les spermatozoides morts prennent une coloration rose ;
- Compter 100 spermatozoides pour obtenir le % de vitalité.
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1.2. Mise en place de I’incubation

Par la suite, la répartition suivante a été appliquée pour les deux boites NUNC® 4 puits
dans lesquelles les prélevements étaient placés : (NB : FH = Ferticult Hepes®)

100t 100 uL 100 ul 100 uL
preparation préparation préparation préparation
spermatique spermatique spermatique Puit 1 Puit 2 spermatique
A Recouvrement par A « Recouvrement par
Sperme 1 fm— de Phuile g — de I'huile
(2 mm d'épaisseur) (2 mm d'épaisseur)
A p! |~ he
700 uL FH 700 uL FH 700 ul FH 700 pL FH
100 uL 100 L préparation 100 uL 100 pL préparation
préparation spermatique préparation spermatique
spermatique A Recouvrement par sparmatiqne Recouvrement par
¢ de I'huile (o de 'huile
Sperme 2 (2 mm d'épaisseur) (2 mm d’épaisseur)
- iy
700 uL FH 700 uL FH 700 pL FH 700 L FH
- Alcool éthylique
-> Atmosphére saturée Aucun produit
en alcool appliqué
- Nettoyage sans Atmosphére sans
ringage + boite avec aucun produit
alcool en
évaporation

Figure 16 : Répartition des spermes et milieux de culture dans les boites NUNC - étude préliminaire témoin positif

Chaque puit comportait plus d’1 million de spermatozoides. Pour chaque sperme, un
des 2 puits lui étant attribué dans chaque boite NUNC® a été recouvert d’huile minérale. Ces
puits ont permis de mieux mimer les conditions de culture embryonnaire.

Avant de placer les boites NUNC® une fois préparées dans chaque étuve pour 24h
d’incubation, le protocole suivant a été appliqué :
- Nettoyage de I’étuve test alcool avec une compresse imbibée d’alcool selon le schéma
ci-aprés pour toutes les surfaces planes de I’intérieur de I’enceinte de I’étuve ;

- Remplissage d’une boite de Pétri avec de I’alcool, placée dans I’étuve en évaporation
pendant les 24h d’incubation a 37°C : une atmosphere saturée en alcool a ainsi été
obtenue.
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L heure d’incubation était notée de maniere a respecter rigoureusement 24h d’incubation.
A J1 (aprés 24h d’incubation) la mobilité et la vitalité spermatique ont été évaluées pour chaque
puit.

|.3. Résultats

Pour le calcul des SpST index, la formule a éte la suivante :

% mobiles progressifs apres incubation dans l'étuve test alcool

SpST index = - — -
P % mobiles progressifs apres incubation dans l'étuve témoin négatif

Cette formule a été calculée d’une part pour les puits sans huile, et d’autre part pour les
puits avec huile.

Tableau 5 : Synthese des résultats de I'étude préliminaire témoin positif

Aprés incubation

ETUVE ALCOOL | ETUVE TEMOIN NEGATIF

Mobilité Puit SpST
. progressive | Puit sans . : .
o . Concentra_tl'or) avant huile avec Puit sans huile Pu_lt avec |ndgx SpST index )
Expérience (n°) | sperme utilisé incubation (a+b) huile (a+ b) (en %) huile (a+ | (puit | (puitavec Conclusion
(en M/mL) @+b) (en | (en %) (a+b) b) (en %) sans huile)
%) 7| (en %) huile)
1 19,6 80 0 56 67 73 0 | 0,767123288 | Reprotoxique
2 36 65 0 49 35 68 0 | 0,720588235 | Reprotoxique
3 34,8 80 0 60 74 88 0 | 0,681818182 | Reprotoxique

(NB : les résultats de vitalité ne sont pas montrés ici)

I.4. Discussion

Pour les normospermes utilises, la survie est trés correcte dans I’étuve témoin négatif.
Les résultats de cette étuve permettent de procéder a un calcul de SpST index. Au moyen de cet
index, cette étude préliminaire a permis de valider le mode opératoire employé. En effet
I’alcool, substance repro-toxique par définition, a induit un SpST index inférieur a 0,85 (Seuil
de Nijs et al. explicité dans la premiéere partie bibliographique (18)), y compris pour les puits
avec huile. A raison de 2 mm d’épaisseur, la couche d’huile minérale semble assurer une bonne
protection des spermatozoides mais un impact est malgré tout observé. L’ alcool est ainsi un
bon témoin positif (impact majeur dans les puits sans huile avec une vitalité de 0% a chaque
fois).

Le mode opératoire proposé permet donc de mettre en évidence le caractére repro-
toxique indirect d’une substance et pourra étre utilisé pour évaluer de la méme maniere des
produits bionettoyants de laboratoire.

61



Il Etude BIONETTOX-FIV
I1.1. Objectifs de I’étude

11.1.1. Objectif principal

L’objectif principal de I’étude BIONETTOX-FIV a été d’évaluer la toxicité sur les

spermatozoides de deux produits de bionettoyage commercialises décrits ci-apres, en
conditions normales d’utilisation, c’est & dire recommandeées par le fabricant.

11.1.2. Objectifs secondaires

Les objectifs secondaires ont été les suivants :

Comparer la toxicité sur les spermatozoides des 2 produits décontaminants evalués, en
conditions normales d’utilisation, telles que recommandees par le fournisseur du bio-
décontaminant ;

Evaluer puis comparer la toxicité sur les spermatozoides de 2 produits décontaminants
commercialiseés, en conditions exagérées d’utilisation, c’est-a-dire sans ringage et en
induisant une atmosphére saturée en produit bio-décontaminant dans I’étuve. En
pratique dans les laboratoires d’AMP disposant d’un nombre réduit d’incubateurs et
d’un temps de personnel technique réduit également, ceci correspond a une pratique
observable ;

Evaluer I’impact sur la vitalit¢ spermatique de 2 produits décontaminants
commercialiseés, en conditions normales et exagérées d’utilisation. Cet objectif ne sera
évalué que si le pourcentage de spermatozoides de classe « d » (immobiles) est supérieur
ou egal a 42% ;

Explorer le(s) composant(s) ou métabolite(s) (COV) des produits décontaminants
évalues susceptibles d’étre incriminés dans la repro-toxicité potentielle des produits.

I1.2. Matériels et méthodes

11.2.1. Prélévements de sperme utilisés et consentements

Des prélevements de sperme issus de patients venant au laboratoire de Biologie de la

Reproduction de la Maternité du CHRU de Nancy ont eté utilises. Ces patients étaient
obligatoirement des patients connus normospermes, c’est-a-dire présentant des parametres
spermatiques normaux selon les normes definies par I’OMS (cf tableau ci-avant), et venant le
plus souvent au laboratoire dans le cadre d’une spermoculture de contrdle (examen a réaliser
impérativement lors de leur parcours en AMP) ou d’une deuxieme analyse spermatique
(spermogramme ou TMS de contrdle aprés un premier résultat normal). Un entretien biologique
a ete réalisé avec le patient dans le but de lui expliquer le présent protocole de recherche et de
lui faire signer un consentement éclairé. Le protocole de recherche a obtenu I’accord du comité
éthique du CHRU de Nancy et de la Direction de la Recherche clinique et de I’Innovation (DRI)
du CHRU de Nancy.
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11.2.2. Produits de bionettoyage testés

Un etat des lieux des pratiques de bionettoyage dans les centres d’AMP de France a été
conduit en tant que travail préliminaire a ce protocole de recherche. Comme expliqué dans la
partie bibliographique, un questionnaire a ainsi été envoyé a I’ensemble des membres de
I’association BLEFCO. Le principal objectif de ce questionnaire était de lister les produits
utilises dans chaque centre et d’objectiver le cadre de leur utilisation. Les produits bionettoyants
majoritairement utilisés en France ont ainsi été mis en évidence.

Les produits retenus pour étre testés ont été les produits suivants, compatibles avec le mode
opératoire (application a I’intérieur d’étuves de laboratoire), et majoritairement utilisés dans les
centres d’AMP :

- Surfa’safe premium® (Marque : ANIOS ; Code produit : 2419000) ;

- Oosafe® disinfectant for CO; incubators and laminar flow hoods (Marque
SPARMED ; Référence : OODIH-1000) (« Produit B »).

11.2.3. Mode opératoire

Les experimentations ont été réaliseées au Département d’Hygiéne, des Risques
Environnementaux et Associés aux Soins (DHREAS - Directeur : Dr Arnaud Florentin), situé
a la Faculté de Médecine de Nancy. Toutes les manipulations et étapes techniques de
préparation ou qualification du sperme ont été realisees en conditions d’asepsie sous Poste de
Sécurité Microbiologique (PSM). Chaque produit bionettoyant a été testé en utilisant 20
prélevements spermatiques (n=20 par produit bionettoyant). Chaque experimentation a été
réalisée avec deux spermes frais obtenus le jour méme. Une expérimentation ainsi nommee est
définie ultérieurement dans le mode opératoire.

11.2.3.a. Validation des spermes a utiliser

Pour s’assurer globalement de la présence de spermatozoides dans le recueil du jour, une
goutte a été observée entre lame et lamelle. Si des spermatozoides ont été observés, un lavage
a ensuite été pratique selon le protocole suivant :

- Dans un tube a fond conique Falcon®, placer 1 mL de sperme puis 5 x plus de volume

de « Ferticult Hepes® » (Ferticult™ Flushing medium — FertiPro) = FH, soit 5 mL
(milieu de culture permettant une meilleure survie des spermatozoides pendant les 24h
d’incubation) ;

- Visser le tube, homogénéiser par retournements ;

- Centrifuger 10 mina300g;

- Eliminer le surnageant a I’aide d’une pipette ;

- Remettre en suspension le culot de centrifugation dans 1,2 mL de FH ;

- Bien homogénéiser.

Les parametres suivants ont ensuite eté evalués sur la préparation spermatique finale
obtenue afin de valider I’utilisation de ce sperme lavé : mobilité, numération et vitalité (si
besoin).
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11.2.3.a.i. Mobilité spermatique

- Dépo6t de 2 x 10 uL de suspension spermatique sur une lame en verre (2 gouttes) puis
recouvrir les 2 gouttes d’une lamelle (22x22mm) (N.B. : lames et lamelles ont été pré-
chauffées sur platine chauffante)

- A partir de cette lame en attente sur la platine chauffante (environ 1 minute), au
grossissement Gx200 ou Gx400 :

o Faire I’évaluation sur minimum 5 champs
o Evaluer la mobilité de chaque spermatozoide selon les critéres suivants

Tableau 6 : Critéres d'évaluation de la mobilité spermatique

a | Rapide et progressif Trajectoires rectilignes
i . Trajectoires rectilignes mais faible vitesse ou faiblement
Progressifs Lent ou faiblement J . . g . .
b roaressif progressif (trajectoires non rectilignes ou sinueuses avec
prog vitesse plus ou moins grande)
. Déplacement de moins de deux longueurs de téte en une
Non Mobile et non ) -
. c . seconde ou, aucun déplacement avec des oscillations de la
progressifs progressif A . .
téte sur place et/ou de simples mouvements flagellaires
Immobiles d Immobile Aucun déplacement, téte et flagelle immobiles.
o Calculer le pourcentage de spermatozoides dans chacune des catégories a I’aide
d’un compteur - Lire un total de 100 spermatozoides
o Réaliser une 2"*™ évaluation dans la seconde goutte selon les mémes principes
o Calculer la moyenne des pourcentages dans chaque catégorie de mobilité (a +
b;cetd)
= Remarque : arrondir au nombre pair le plus proche (ex : 37.5 >38; 4.5
= 4). Si le total est différent de 100%, retrancher ou ajouter 1 a la
categorie la plus représentée
o Calculer la différence des pourcentages de la catégorie la plus représentee (a +

b;coud)
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Tableau 7 : Différence de pourcentage acceptable selon la moyenne (référence : OMS 2010)

Table A7.2 Acceptable differences between two percentages for a given average,
determined from replicate counts of 100 spermatozoa (total 200 counted)

Average (%) Difference* Average (%) Difference*

0 2 67-74 13

1 3 75-80 12

2 4 81-84 1

3 5 85-87 10

4 6 88-90 9

5-6 7 91-93 8

7-9 8 94-95 7

10-12 9 96 6

13-15 10 97 5

16-19 11 98 4

20-25 12 99 3

26-33 13 100 2
34-66 14

*Based on rounded 95% confidence interval.

o0 Renouveler I’évaluation sur une nouvelle goutte si difféerence non acceptable
[1.2.3.a.ii.  Vitalité spermatique

Un test de vitalité n’a été effectué que lorsque le pourcentage de spermatozoides de
classe « d » (immobiles) était supérieur ou egal a 42%.

- Dép6t de 50 pL de suspension spermatique dans un tube a hémolyse 5 mL non stérile
- Utilisation du coffret VitalScreen® (FertiPro)
- Realiser le test selon les recommandations du fournisseur
- Dans le tube
0 Déposer 2 gouttes de réactif 1 (1% Eosin Y in saline)
0 Attendre 30 secondes
0 Déposer 3 gouttes de réactif 2 (5% nigrosin in saline)
0 Mélanger (vortex)
- Déposer 1 goutte du mélange sur une lame a I’aide d’une pipette pasteur plastique
- Couvrir d’une lamelle (24x60mm)
- Lire immédiatement au microscope
- Compter 200 spermatozoides pour determiner le pourcentage de spermatozoides vivants
0 Les spermatozoides vivants, ayant une membrane imperméable, ne laissent pas
passer I’éosine et présentent donc une téte blanche
0 Les spermatozoides morts, ayant une membrane permeable, laissent passer
I’éosine et présentent donc une téte rouge ou légérement rose
0 Important : % spermatozoides vivants > % spermatozoides mobiles
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I1.2.3.a.iii.  Numération spermatique

Aprés homogéneisation du sperme, et a I’aide d’une pipette a déplacement positif,
déposer 50 pL dans chacun des 2 tubes a hémolyse 5mL non stériles prévus pour
effectuer la numération ;

La dilution a utiliser dépend du nombre de spermatozoides observés par champ
microscopique :

Tableau 8 : Dilution a effectuer en fonction du nombre de spermatozoides observés a I'état frais

(6xa ;(‘;)z/ Cha"('gx 200) Dilution Diluant (uL)
<15 <60 1/5 200
15-40 60-160 1/10 450
41-200 164-800 1/20 950
200 >800 1/50 2450

Monter la cellule : Humecter les deux bords de la cellule, faire glisser la lamelle dédiée
a la cellule de Thoma sur la largeur de la cellule et verifier la bonne adhésion “cellule -
lamelle" ;
Introduire chaque préparation homogénéisée (environ 10 uL) par capillarité a I’aide
d’une pipette dans chacune des chambres de la cellule ;
Attendre environ 5 minutes (nécessaires a la sedimentation des cellules) ;
Observer rapidement I’ensemble de la chambre pour vérifier la bonne répartition des
spermatozoides. Dans le cas contraire, faire une nouvelle préparation en insistant
particulierement sur I’étape d’homogénéisation avant remplissage de la chambre ;
Regles de comptage : effectuer le compte toujours selon le méme mode opératoire ;

o Effectuer un balayage systématique de la chambre en méandre, de haut en bas

et de gauche a droite ou de gauche a droite et de haut en bas ;
o Compter les spermatozoides presents sur un grand carré ;
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1 Lamelle Lame de dénombrement

005 mm ¥

02m ¥ 1
_+ Humecter ici
_TD,DZ‘5 mm

Cellule de Thoma :
R, =
1 mm 2l | ||gne

Totalité du quadrillage =
0,1 ul

1 ligne = 4 grands carrés

-

1 grand carré

Figure 17 : Description de la cellule de Thoma

o0 Seuls les spermatozoides entiers sont comptés (téte + flagelle) ;
o Si les spermatozoides se situent sur une ligne ne compter que les spermatozoides
présents sur les bordures basse et droite (ou haute et gauche, mais pas les 2) :

[ >< /N /N O Spz comptés
H K d X | Spz non comptés
I
| | =N =N
o—=C

Figure 18 : Régles de comptage lors de I'utilisation de la cellule de Thoma

- Compter les spermatozoides au G x200 ou Gx400 ;
- Environ 200 spermatozoides dans chacune des deux chambres de la cellule sont comptés

Tableau 9 : Nombre de lignes a compter sur la cellule de Thoma lors de la numération spermatique

Nombre de spermatozoides par ligne | Nombre de lignes a compter
<50 4
50 a 200 2
> 200 1

- Répéter le compte dans I’autre chambre ;

- Pour juger de la concordance des comptes dans les deux chambres, faire la somme et la
différence des deux comptes ;

- Se reporter au tableau ci-aprés (OMS) pour voir la différence acceptable entre les deux
comptes en fonction de la somme des deux comptes. Si différence trouvée > différence
acceptable : refaire la dilution ainsi que les deux comptes selon la procédure décrite ci-
dessus ;
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Tableau 10 : Différence acceptable entre les deux comptes de spermatozoides en fonction de la somme des deux
comptes de spermatozoides

Acceptable differences between two replicate counts for a given sum

Sum Difference* Sum Difference* Sum Difference* ‘ Sum Difference*
0-0 3 | 3540 | 12 | | 144156 | 24 | 320-346 | 36
10-20 9 | 4147 | 13 | 157-169 25 | 347-366 | 37
20-34 10 | 4854 | 14 | | 10182 | 26 | 367-385 | 38
| s562 | 15 | | 183108 | 27 | 386-406 | 39
63-70 % | 197-211 28 | 407-426 40
e | e | 212-226 | 29 | 427-a48 | 41
8089 | 18 | 227-242 | 30 | 440-470 | 42
%0-98 | 19 | 243-258 3 | 471-492 | 43
99-109 20 | 259-274 12 | 493-515 a4
110120 | 21 | 215-202 | 33 | 516-538 | 45
12131 | 2 | 293-309 34 | s39-s62 | 46

132-143 23 310-328 35 563-587 47

*‘Based on rounded 95% confidence interval

- Calcul de la concentration :
0 Soit ngpy, le nombre de spermatozoides comptes sur I’ensemble de la grille (la
grille a un volume de 0.1 pL soit 10 mL)
0 Soit csp, la concentration de spermatozoides par mL

Cspz = Nspz X facteur de dilution x 10

Si ces 3 parameétres étaient normaux, la préparation spermatique finale était utilisée pour
I’expérimentation. Dans le cas ou I'un des 2 spermes ne satisfaisait pas aux critéres
normospermes ou si les 2 prélevements spermatiques ne satisfaisaient pas a ces criteres,
I’expérimentation du jour était annulée et reconduite un jour ultérieur avec d’autres recueils de
sperme.

11.2.3.b. Expérimentation

Une expérimentation ainsi nommeée correspondait au protocole d’incubation suivant.

Une incubation de 24h +/- 2h a une température de 37°C a été réalisée. 5 étuves ont ete
utilisées simultanément :

- Une étuve

- Une étuve

- Une étuve « TEST B Conditions N »

- Une étuve « TEST B Conditions E »

- Une étuve « TEMOIN NEGATIF »

Dans chaque étuve, une boite NUNC® 4 puits a été placée. Les puits n°1 et n°2 ont éte
remplis avec 800 pL d’une préparation de spermatozoides en FH (Ferticult Hepes®), provenant
d’un premier patient, dite « sperme 1 » (cf figure ci-apres). Par ailleurs, les puits n°3 et n°4 ont
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été remplis avec 800 puL d’une préparation semblable de spermatozoides provenant d’un
deuxiéme patient, dite « sperme 2 ». Les puits n°2 et n°4 ont éteé recouverts d’huile minérale
(Qil for Embryo Culture — Irvine Scientific). Ces puits ont permis de mieux mimer les
conditions de culture embryonnaire. La figure suivante résume la répartition effectuee :

100 pL

100 L préparation

prépam.tion Puit 1 Puit 2 spermatique
spermatique
3 Recouvrement par de
Sperme 1 (== Ihuile (2mm
d'épaisseur)
700 ulFH  — po 8 B
700 uLFH
100 pL 100 uL
préparation préparation
spermatique spermatique
(= Recouvrement par de
Sperme 2 huile (2 mm
/ ¥ dépaisseur)
- s . ~
700 uL FH Puit 3 Puit 4 700 uLFH

"l

Etuve TEST A Conditions N

Figure 19 : Répartition des spermes et milieux de culture dans les boites NUNC - étude BIONETTOX-FIV

Dans les étuves « TEST A ou B conditions N », les spermatozoides ont été soumis a
une atmosphere correspondant aux conditions professionnelles d’utilisation des produits de
bionettoyage. Pour cela, I’étuve a été nettoyée a I’aide du puis
rincée a I’eau sterile, et I’attente d’un séchage complet a été respectée. Il en a été de méme pour
I’étuve TEST B Conditions N avec le produit B.

Dans les étuves « TEST A ou B Conditions E », les spermatozoides ont été soumis a
une atmosphére saturante en produit bionettoyant, mimant une exposition exagérée. Pour cela,
I’étuve a été nettoyée avec le produit en question

puis une boite en verre (type boite de Peétri en verre) remplie de produit
a tester a été disposee a I’intérieur de I’étuve. Par ailleurs, I’étuve « TEST B Conditions E » a
été nettoyée avec le produit en question (Produit B = Oosafe®) puis une boite en verre (type
boite de Pétri en verre) remplie de produit a tester a été disposee a I’intérieur de I’étuve.

Dans I’étuve « TEMOIN NEGATIF », aucun produit de bionettoyage n’a été utilisé.
Un simple ringage a I’eau stérile a été réalisé puis I’attente d’un séchage complet a été respectée.
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11.2.3.c. Analyses spermatiques réalisées apres 24h d’incubation

11.2.3.c.i. Description des analyses et calcul des SpST index

Aprés 24h +/- 2h d’incubation, la mobilité et la vitalité spermatique (si besoin) ont été
déterminées pour tous les puits des boites NUNC® 4 puits des 5 étuves.

Ainsi, pour chaque boite NUNC®), les étapes suivantes ont été réalisees :

- Homogénéisation a la pipette pasteur plastique pour les puits sans huile ou au cbne avec
une pipette a déplacement positif pour les puits recouverts d’huile (moindre mouvement
liquidien susceptible de mélanger les 2 phases),

- Pour chaque puit,
o Détermination de la mobilité (cf procédure détaillée ci-avant),

o Détermination de la vitalité : si le pourcentage de spermatozoides de classe « d
» (immobiles) était supérieur ou egal a 42% (cf procédure détaillée ci-avant),

- Calcul du SpST index,

% de spermatozoides mobiles progressifs dans l'étuve TEST [A ou B] Conditions [E ou N]

SpST index = P
pot mdex % de spermatozoides mobiles progressifs dans l'étuve Témoin négatif

o0 Cetindex a éte calculé d’une part pour le
= Dans les conditions d’utilisation professionnelle (Rapport résultats étuve
et résultats étuve temoin negatif),
* Pour les puits sans huile -
» Pour les puits avec huile -
= En condition exagérée d’utilisation (atmosphére saturée) (Rapport
résultats étuve et résultats étuve temoin negatif)
* Pour les puits sans huile -
» Pour les puits avec huile -
0 Puis d’autre part pour le produit B,
= Dans les conditions d’utilisation professionnelle (Rapport résultats étuve
TEST B Conditions N et résultats étuve témoin negatif)
 Pour les puits sans huile = SpST )
» Pour les puits avec huile = SpST @-n-H)
= En condition exagérée d’utilisation (atmosphére saturée) (Rapport
résultats étuve TEST B Conditions E et résultats etuve temoin négatif)
» Pour les puits sans huile = SpST.g)
» Pour les puits avec huile = SpST k.1

Comme expliqué en partie bibliographique, le SpST index permet de conclure quant a
la repro-toxicité du produit testeé :

- Si SpST index < 0,85 : le produit testé est considéré repro-toxique,
- Si SpST index > ou = 0,85 : le produit testé est considéré comme non repro-toxique.
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[1.2.3.c.ii.  Analyse statistique des résultats

Les moyennes des différents SpST index ont été calculées :

Pour le produit B
(0] SpST B-N)

(
o (
(0] SpST(B_E)
o (

Les tests statistiques suivants ont été appliqués :

Si SpST index distribué selon une loi Gaussienne : la moyenne de chacun des SpST
index ci-dessus a été comparée a la valeur théorique 0,85 en utilisant un test t de Student
(unilatéral) pour petits échantillons,

Si SpST index non distribué selon une loi Gaussienne : la médiane de chacun des SpST
index ci-dessus a été comparée a la valeur théorique 0,85 en utilisant un test non
paramétrique de Wilcoxon,

Comparaison des 2 décontaminants entre eux

0 Si SpST index distribue selon une loi Gaussienne : les moyennes des SpST index
(produit A vs B) ont étée comparées en utilisant un test t de Student (bilatéral)
pour petits échantillons,

o0 Si SpST index non distribué selon une loi Gaussienne : les médianes des SpST
index (produit A vs B) ont éte comparées en utilisant un test non paramétrique
de Wilcoxon

Pour juger si les différentes séries de valeurs suivent une loi Gaussienne ou non, un test
de normalité de D’Agostino & Pearson a été utilisé,
Un seuil de signification de 5% a été retenu pour toutes les analyses.

11.2.3.d. Explorations chimigues évaluant un potentiel dégagement de COV

Pour expliciter un potentiel impact indirect des produits de bionettoyage sur les

spermatozoides, différentes analyses chimiques ont été menees pendant les incubations pour
évaluer et caractériser les COV présents dans les différentes étuves.

11.2.3.d.i. Mesure du taux de COV total

Une mesure des COV totaux a été effectuée dans chaque étuve, en début puis en fin de

chaque expérimentation (aprés les 24h d’incubation). L appareil utilisé était un VOC-metre
ppbRAE 3000 (moniteur portable de détection de COV — détecteur a photoionisation — marque
RAE SYSTEMS).
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Figure 20 : ppbRAE3000 (RAE SYSTEMS)

L’intérét de ce détecteur réside dans sa trés grande plage de mesures de 1 ppb a 10000
ppm. Par ailleurs, le temps de réponse de I’appareil est trés faible (3 secondes) et permet une
détection « en temps réel ».

La société TERA environnement a fourni un appareil pendant toute la durée des
expérimentations. L’étalonnage de I’appareil avant emploi a été réalisé par le laboratoire de
cette société.

11.2.3.d.ii. Mesure du Carbone Organique Total (COT)

Pendant 5 expérimentations, un verre de montre a été placé dans les 2 étuves « TEST A
ou B Conditions E » et dans I’étuve témoin négatif. Apreés les 24h d’incubation, une
récupération des composés organiques condensés a été effectuée par écouvillonnage sur chaque
verre de montre (écouvillons en polyester certifiés < 50 pg/L (ppb) de COT). Deux
écouvillonnages par verre de montre ont été réalisés puis chaque écouvillon a été placé dans un
flacon en verre (« vial », certifié < 10 pg/L (ppb) de COT) préalablement étiqueté pour
identification. Le protocole suivant a été réalisé lors des expérimentations n°2, 3,4, 5et 8 :

1) Un verre de montre est placé a I'intérieur de chaque étuve

e

Etuve Tﬂwom -

24 h d’incubation

Etape 1 Etape 2 3) Ecouvillon cassé dans un flacon de verre (vial) puis
stockage de chaque vial étiqueté au réfrigérateur

2) Ecouvillonnage de chaque verre de

montre (2 écouvillons par verre de
montre) — Kit TEXWIPE®

\\*

Réfrigérateur (5°C +/-3°C)

%

Etape 1 Etape 2

Figure 21 : Mode opératoire pour analyse COT
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Le dosage du COT pour chaque écouvillon a été effectué a Sainghin-en-Melantois au
sein du laboratoire analytique ANIOS sur un analyseur TOC-L de Shimadzu.

——

g@ -

Figure 22 : Analyseur TOC-L de Shimadzu (source : http ://www.shimadzu.fr)

Pour une méme expérimentation et une méme étuve, les deux écouvillons ont été
rassemblés dans un méme vial. Ce vial a ensuite été rempli avec 35 mL d’eau Ultra Pure (UP).
Une désorption aux ultrasons a eté effectuée avant passage de I’échantillon sur I’analyseur
TOC-L de Shimadzu. Le schéma suivant résume les étapes effectuées dans I’appareil.

- 3 li
Acid Purified air Hu?r'mjigilfrilgation

Sparginc Combustion
Sparging Co 0
Sample¥. Process ‘ \ (CO2 created) —»| NDIR detection

pH<3 5 Catalyst + heating to 630°

IC+POC

Figure 23 : Schéma du principe de I'analyse NPOC (source : http://www.shimadzu.fr)

La mise en contact de I’échantillon avec un milieu acide (HCI) permet d’éliminer le
carbone inorganique (Inorganic Carbon IC) et le carbone organique purgeable (Purgeable
Organic Carbon POC). De I’air purifié est ensuite injecté de maniére a amener les molécules
restantes dans un four. La combustion catalytique a 680°C permet la combustion complete de
I’échantillon par le chauffage a haute température dans un environnement riche en oxygene
(cela etant facilité par I’emploi d’un tube a combustion rempli de catalyseur a base de platine).
Le dioxyde de carbone produit est ensuite détecté par un Infra Rouge Non Dispersif (NDIR).
La mesure obtenue correspond donc a un taux de carbone organique non purgeable (Non
Purgeable Organic Carbon NPOC) qui peut étre relié au taux en COT (en additionnant le POC).
Le seuil de détection de la méthode est de 4 pg/L (ppb).

11.2.3.d.ili.  SCAN COV

Un screening des COV dégageés a été réalise a raison d’un prélévement pour chaque
désinfectant testé en condition exagerée d’utilisation (Etuves « TEST A ou B Conditions E »)
ainsi que dans I’étuve témoin négatif en parallele. Trois résultats de screening ont donc été
analysés lors d’une expérimentation. Au total, cette exploration a été effectuée pendant 5
expérimentations pour obtenir n =5 et pouvoir s’assurer d’une reproductibilité des résultats de
ces screenings.
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L air de I’étuve a été capté par pompage actif a I’aide de pompes type GILAIR® a débit
réglé (50 mL/min) a I’intérieur d’un tube TENAX® contenant du charbon activé, capable
d’adsorber les COV. Immédiatement aprés les 24h d’incubation et de pompage, les tube
TENAX® des 3 étuves etudiées ont été refermés et stockés dans un flacon de verre hermétique
soustrait de la lumiére, entre +2°C et +8°C avant envoi rapide au Laboratoire d’Etude et de
Recherche en Environnement et Santé (LERES) de Rennes.

2) Montage des tubes TENAX au bout des pompes

=

Etuve TEMOIN -

g —

%
3
4) Fermeture des tubes TENAX et stockage /H\
avant envoi au LERES (Rennes] |

e i
e S— r |

ot

Figure 24 : Mode opératoire pour prélevement d'air en vue d'un screening des COV

Au LERES (laboratoire faisant parti de I’Ecole des Hautes Etudes en Santé Publique
(EHESP) de Rennes), aprées réception des tubes TENAX®, ceux-ci ont subi une désorption
thermique a I’aide d’un thermodésorbeur (TurboMatrix 150 — Perkin Elmer). Les tubes ont eté
chauffés un par un a trés haute température permettant ainsi une premiére désorption appelée
désorption primaire. Les molécules ainsi désorbées ont eté piégees a froid sur un piege situé
dans le thermodésorbeur. Ce piege a ensuite éte lui aussi chauffé pour permettre une désorption
secondaire. Les molécules désorbées ont ainsi été transportées par un gaz vecteur dans la ligne
de transfert du thermodésorbeur jusqu’a la colonne de CPG (modele 7890A — Agilent
Technologies) et enfin la SM (modele 5975C with Triple Axis Detector — Agilent
Technologies).
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Figure 25 : Thermodésorbeur couplé CPG-SM - LERES Rennes

L’annexe Il présente une figure résumant I’ensemble du mode opératoire de I’étude
BIONETTOX-FIV.

11.3. Résultats

11.3.1. Analyses spermatiques

Le tableau en annexe Ill présente une feuille de travail type, complétée lors de
I’expérimentation n°3. Une feuille de travail a été complétée de la méme maniere pour chacune
des 10 expérimentations.

Le tableau ci-aprés montre les valeurs des différents SpST index pour I’ensemble de
I’étude BIONETTOX-FIV. Les cases du tableau remplies en vert correspondent a un SpST
index supérieur ou égal a 0,85 (non repro-toxique) tandis que les cases remplies en rouge
correspondent a un SpST index inférieur a 0,85 (repro-toxique). Pour 3 prélévements, une
bactériospermie inhérente au sperme de base a été constatée. Les lignes « #DIV/0! »
correspondent donc a ces prélévements ou les résultats étaient inutilisables puisque tous les
spermatozoides étaient morts aprés les 24h d’incubation en raison de la présence bactérienne
(bactéries visibles a I’examen direct au microscope d’une goutte de sperme entre lame et
lamelle).
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Tableau 11 : SpST index - étude BIONETTOX-FIV

SpST index

Exp 1l

Etuve TEST A Conditions E | Etuve TEST A Conditions N | Etuve TEST B Conditions E | Etuve TEST B Conditions N

Puit 4 (huile)

Exp 2

Puit 1

Puit 2 (huile)

Puit 3

Puit 4 (huile!

Exp3

Puit 1

Puit 2 (huile)

Puit 3

Puit 4 (huile’

Exp4

Puit 1

Puit 2 (huile)

Puit 3

Puit 4 (huile

Exp5

Puit 1

#DIV/0!

#DIv/0!

Puit 2 (huile)

Puit 3

Puit 4 (huile)

Exp 6

Puit 1

Puit 2 (huile)

Puit 3

Puit 4 (huile)

Exp7

Puit1

#DIV/0!

#DIV/0!

#0Iv/o!

4#DIV/0!

Puit 2 (huile)

Puit 3

Puit 4 (huile)

Exp8

Puit 1

Puit 4 (huile)

Exp9

Puit 1

Puit 2 (huile)

Puit 3

Puit 4 (huile!

Exp 10

Puit 1

Puit 2 (huile)

Puit 3

#DIV/0!

#DIv/0!

#0Iv/o!

4#DIV/0!

4DIv/0!

Puit 4 (huile)

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

4#DIV/0!

Les graphes ci-aprés présentent les résultats des différentes séries de valeurs avec les
barres de moyenne et d’écart-type. Les graphes avec * présentent des résultats significativement
différents de 0,85 (test t de Student (unilatéral) pour petits échantillons ou test non paramétrique

de Wilcoxon suivant la distribution gaussienne ou non de la série de valeurs en question).

SpST index

11.3.1.a. Etuves « TEST Conditions N » conditions normales d’utilisation

2.0 . .
1.5- o
®

® g T ] |
1.0- T u

®
0.5

SANS HUILE
0.0 . :
= &

Figure 26 : Résultats SpST index étuves TEST Conditions N (sans huile)
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Les séries de valeurs des SpSTa-n) et SpSTg-ny suivent une loi Gaussienne d’apres les

tests de normalité de Kolmogorov-Smirnov et de Shapiro-Wilk.

Les résultats suivants sont observables :

La moyenne des SpST(a-n) est 1,014, avec un écart-type de 0,158. Ce résultat est
significativement différent de 0,85 selon le test t de Student (p = 0,0006) ;

La moyenne des SpSTs-n) est 1,133 avec un écart-type de 0,1628. Ce résultat est
significativement différent de 0,85 selon le test t de Student (p < 0,0001) ;

Les moyennes des SpSTa-n) et SpSTe-ny sont significativement différentes selon le test
t de Student (p = 0,0153).

2.0+
* *
1.51
2 ] %
= 1.0+
=
) @
Q.
n
0.5
AVEC HUILE
0.0 T T
Q> >
. 8
v Q

Figure 27 : Résultats SpST index étuves TEST Conditions N (avec huile)

Les séries de valeurs des SpSTa-n-n) et SpST(g-n-+) Suivent une loi Gaussienne d’apres

les tests de normalité de Kolmogorov-Smirnov et de Shapiro-Wilk.

Les résultats suivants sont observables :

La moyenne des SpSTa-n-n est 1,073, avec un écart-type de 0,09012. Ce resultat est
significativement différent de 0,85 selon le test t de Student (p < 0,0001) ;

La moyenne des SpSTe-n-+) est 1,086 avec un écart-type de 0,1091. Ce résultat est
significativement différent de 0,85 selon le test t de Student (p < 0,0001) ;

Les moyennes des SpST a-n-H) et SPSTs-n-+y NE sont pas significativement differentes
selon le test t de Student (p = 0,6459).

Par ailleurs, pour I’étuve , les valeurs moyennes des SpSTa.n) et
SpST(a-n-Hy Ne sont pas significativement differentes selon le test t de Student (p = 0,2373).
Pour I’étuve TEST B Conditions N, les valeurs moyennes des SpST -n) et SpST g-n-+) N€ sont
pas significativement différentes selon le test t de Student (p = 0,3546).
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11.3.1.h. Etuves « TEST Conditions E » conditions exagérées (atmosphéres

satureées)
2.0-
[ J
1.5
>
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&
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Figure 28 : Résultats SpST index étuves TEST Conditions E (sans huile)

Les séries de valeurs des SpSTa.g) et SpSTg-g) suivent une loi Gaussienne d’apres les
tests de normalité de Kolmogorov-Smirnov et de Shapiro-Wilk.

Les résultats suivants sont observables :

La moyenne des SpSTa-g) est 0,9675, avec un écart-type de 0,247. Ce résultat n’est pas
significativement différent de 0,85 selon le test t de Student (p = 0,0675) ;

La moyenne des SpSTg.g) est 1,044 avec un écart-type de 0,2736. Ce résultat est
significativement différent de 0,85 selon le test t de Student (p = 0,01) ;

Les moyennes des SpSTa-g) et SpSTs-g) ne sont pas significativement différentes selon

le test t de Student (p = 0,1184).
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Figure 29 : Résultats SpST index étuves TEST Conditions E (avec huile)

La série de valeurs des SpST a.e-+) Suit une loi Gaussienne d’apreés les tests de normalité
de Kolmogorov-Smirnov et de Shapiro-Wilk. En revanche, la série de valeurs des SpSTg-g-h)
ne suit pas une loi Gaussienne d’apres les tests de normalité de Kolmogorov-Smirnov et de

Shapiro-Wilk.
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Les résultats suivants sont observables :

Par

La moyenne des SpSTa-e-ny est 0,9739, avec un écart-type de 0,2. Ce résultat est
significativement différent de 0,85 selon le test t de Student (p = 0,0212) ;

La moyenne des SpSTg-e-n est 1,032 avec un écart-type de 0,1955. La mediane est de
1,068. Ce résultat est significativement différent de 0,85 selon le test non paramétrique
de Wilcoxon (p = 0,0038) ;

Les moyennes des SpST(a-e-) et SpSTs-e-H) Ne sont pas significativement differentes
selon le test non paramétrique de Wilcoxon (p = 0,1355).

ailleurs, pour I’étuve , les valeurs moyennes des SpSTa.g) et

SpST(a-£e-n) Ne sont pas significativement différentes selon le test t de Student (p = 0,9076). Pour

I’étuve

TEST B Conditions E, les valeurs moyennes des SpST.g) et SpSTg-e-H) Ne sont pas

significativement différentes selon le test non parametrique de Wilcoxon (p = 0,2633).

11.3.2. Mesures du taux de COV total

Tableau 12 : Synthese des mesures du taux de COV total (VOC-metre ppbRAE3000)

Etuve Témoin | Etuve TEST A Etuve TEST A Etuve TEST B Etuve TEST B
négatif Conditions E Conditions N Conditions E Conditions N
Avant incubation 170 ppb 164 ppb 166 ppb 166 ppb 168 ppb
et Aprés incubation 165 ppb 200 ppb 188 ppb 192 ppb 184 ppb
Avant incubation 245 ppb 253 ppb 245 ppb 244 ppb 245 ppb
B2 Aprés incubation 251 ppb 254 ppb 261 ppb 255 ppb 254 ppb
Avant incubation 308 ppb 320 ppb 306 ppb 310 ppb 303 ppb
B3 Aprés incubation 298 ppb 305 ppb 284 ppb 300 ppb 273 ppb
Avant incubation 276 ppb 240 ppb 256 ppb 243 ppb 283 ppb
= Aprés incubation 224 ppb 192 ppb 194 ppb 187 ppb 202 ppb
Avant incubation 187 ppb 180 ppb 183 ppb 175 ppb 181 ppb
=es Aprés incubation 220 ppb 200 ppb 201 ppb 200 ppb 226 ppb
Avant incubation 246 ppb 252 ppb 241 ppb 246 ppb 261 ppb
B0o Aprés incubation 268 ppb 227 ppb 227 ppb 218 ppb 241 ppb
Avant incubation 235 ppb 215 ppb 215 ppb 207 ppb 235 ppb
=R Aprés incubation 243 ppb 200 ppb 201 ppb 189 ppb 211 ppb
Avant incubation 205 ppb 205 ppb 204 ppb 203 ppb 206 ppb
B0e Aprés incubation 262 ppb 226 ppb 223 ppb 210 ppb 253 ppb
Avant incubation 346 ppb 333 ppb 361 ppb 331 ppb 338 ppb
Be Aprés incubation 305 ppb 273 ppb 278 ppb 257 ppb 293 ppb
Avant incubation 230 ppb 216 ppb 221 ppb 215 ppb 213 ppb
B0 10 Aprés incubation 228 ppb 199 ppb 200 ppb 195 ppb 222 ppb
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11.3.3. Mesures du COT

Tableau 13 : Résultats des mesures de COT (NPOC)

. Expérimentation | Expérimentation | Expérimentation | Expérimentation | Expérimentation
Résultats en o o o ° °
b de n°2 n°3 n°4 n°5 n°g
c?p Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne
arbone
obtenue obtenue obtenue obtenue obtenue
251,9 356,5 272,3 249,1 257,9
Produit B 246,5 2449 330,0 280,3 352,6
Temoin 3438 277,9 322,0 3255 240,8
Négatif

Pour chaque expérimentation, les échantillons ont été analyses deux fois sur I’appareil
Shimadzu afin de vérifier la reproductibilité des résultats. Le tableau ci-dessus présente la
moyenne des deux résultats pour chaque produit et experimentation.

La moyenne des échantillons blancs mesurés (eau UltraPure (UP)) était de 114,9 ppb.
11.3.4. SCAN COV

11.3.4.a. Tube témoin blanc

Le jour de la premiere expérimentation ou les analyses avec tubes TENAX® ont
commencé, un tube témoin blanc (tube TENAX® également) a été ouvert et laisse dans la piece
des étuves ou se sont déroulées les expérimentations. Ce tube a capté passivement I’ensemble
des COV de la piece pendant toute la durée des expérimentations. Il a permis d’identifier les
COmMpOosés présents.

Les critéres acceptables pour la reconnaissance des composes par la bibliothéque sont
les suivants : il faut un Reverse Match Factor (RMF) > 800 et une concordance entre le spectre
inconnu et le spectre de la bibliothéque. Le critére sur le RMF peut étre élargi au cas par cas
lorsque le temps de rétention du pic correspond a celui d’une molécule connue analysée au
laboratoire lors des analyses quantitatives realisees avec le méme programme thermique du four
GC.

Un exemple de spectre obtenu est disponible en annexe V. Le spectre présente est celui

du tube témoin blanc. Le tableau suivant présente les résultats de I’analyse effectuée par le
LERES pour I’identification des differents pics du spectre obtenu pour le tube témoin blanc.
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Tableau 14 : COV présents dans la tube témoin blanc (SCAN COV - LERES Rennes)

N° pic Tr (min) Résultats de la recherche en bibliothéque
1 4,46 Ethanol (RMF=936)
2 5,15 Acétone (RMF=963)
3 5,40 2-propanol (RMF= 935)
4 8,13 2-butanone (RMF= 948)
5 9,47 Acide acétique (RMF= 956) ou acétate d'ammonium (RMF=873)
6 10,48 1-butanol (RMF= 910)
7 12,67 |Toluéne (RMF=944)
8 13,87 Hexanal (RMF= 849)
9 15,10 Ethylbenzéne (RMF= 937)
10 15,30 m et/ou p-xyléne (RMF= 952)
11 15,93 o-xyléne (RMF= 848)
12 16,47 2-butoxyéthanol (RMF= 896)
13 16,53 Famille des terpénes (3-caréne RMF= 903)
14 17,08 1-butoxypropanol (RMF= 924)
15 18,20 Acétophénone (RMF= 812)
16 18,70 Limonéne (RMF= 945)
17 19,79 Undécane (RMF= 940)
18 20,84 Nonanal (RMF= 888)
19 21,70 Dodécane (RMF= 950)
20 23,05 Tridécane (RMF= 953)
21 24,11 Tetradécane (RMF= 940)
Dérivé phénylique :
22 25,13 2,6-diphénylphénol (RMF = 927)

6,6-diphényl-bicyclo[3.1.0]hex-3-&n-2-one (RMF =874)
4,4-diphényl-2,5-cyclohexadiénone (RMF = 849)

11.3.4.b. Tubes étuves produit A, produit B et témoin négatif

Les prélévements ont eu lieu pendant les cing premieres expérimentations. Les critéres
acceptables pour la reconnaissance des composes par la bibliothéque sont les mémes que ceux
évoques précedemment pour le tube témoin blanc. Pour chaque étuve analysée, les 5 tubes
prélevés dans les mémes conditions présentent les mémes pics chromatographiques (spectres
non présentés ici), sauf les pics a 3,93, 4,20, 4,34, 4,43, 6,10 et 14,97 minutes qui ne sont
présents que dans la serie de I’expérimentation n°1 pour les étuves témoin négatif et produit A.
Les composés présents dans les tubes issus de I’étuve témoin négatif sont également présents
dans les tubes issus des étuves produit A et produit B. Les composés supplémentaires avec
I’utilisation des produits A ou B sont indiques dans les derniéres colonnes du tableau suivant.
Certains composés sont presents a la fois dans les tubes issus des étuves et dans le tube témoin
blanc. Leur présence dans le tube témoin blanc est négligeable par rapport a leur abondance
dans les tubes issus des prélevements dans les étuves.
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Tableau 15 : Tableau global des résultats SCAN COV (partie 1/2)

o Tr (min) Résultats de la recherche en bibliothéque sur Utilisation Utilisation
N® pic Référence = chromatogramme "Etuve témoin négatif" (nettoyage a I'eau) du produit A du produit B
du ler "Etuve témoin négatif"
1 3,93 2-méthylbutane (RMF= 960) 2-méthylbutane 2-méthylbutane
2 4,20 Trichloromonoflurorométhane (RMF= 963) Trichloromonoflurorométhane Trichloromonoflurorométhane
3 4,34 Pentane (RMF= 953) Pentane Pentane
4 4,43 Ethanol (RMF= 959) Ethanol Ethanol
5 5,10 Acétone (RMF= 927) Acétone Acétone
6 6,10 2-méthylpropanol (RMF=916) 2-méthylpropanol 2-méthylpropanol
5 9.45 Acide acétique (RMF= 918) Acide acétique Acide acétique
! ou acétate d'ammonium (RMF= 852) ou acétate d'ammonium ou acétate d'ammonium
8 10,02 Heptane (RMF=921) Heptane Heptane
9 10,44 1-butanol (RMF= 925) 1-butanol 1-butanol
10 11,63 2-éthoxyéthanol (RMF= 914) 2-éthoxyéthanol 2-éthoxyéthanol
11 12,65 Toluéne (RMF= 924) Toluéne Toluéne
12 12,86 r(_)_ctane (RMF=916) Octane Octane
A 13,71 ::  [Propyiéne
7 __|glycol (RMF= 954)
13 13,85 Hexanal (RMF= 831) Hexanal Hexanal
14 14,97 3-méthoxybutanol (RMF= 924) 3-méthoxybutanol 3-méthoxybutanol
15 15,08 Ethylbenzéne (RMF= 933) Ethylbenzéne Ethylbenzéne
16 15,28 m et/ou p-xyléne (RMF= 949) m et/ou p-xyléne m et/ou p-xyléne
17 15,91 o-xyléne (RMF= 835) o-xyléne o-xyléne
18 16,46 2-butoxyéthanol (RMF= 905) 2-butoxyéthanol 2-butoxyéthanol
19 17,06 1-butoxy-2-propanol (RMF= 926) 1-butoxy-2-propanol 1-butoxy-2-propanol
20 17,51 Décane (RMF= 959) Décane Décane
21 18,17 Acétophénone (RMF= 814) Acétophénone Acétophénone
22 18,68 Limonéne (RMF= 936) Limonéne Limonéne
23 19,17 Famille des alcools (nombre de C = 8) Famille des alcools (nombre de C = 8) Famille des alcools (nombre de C = 8)
Plusieurs spectres concordants avec RMF>800 |Plusieurs spectres concordants Plusieurs spectres concordants
24 19,78 Undécane (RMF= 932) Undécane Undécane
25 20,83 Trans-4a-méthyl- Trans-4a-méthyl- Trans-4a-méthyl-

décahydronaphtaléne (RMF= 825)

décahydronaphtaléne

décahydronaphtaléne
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Tableau 16 : Tableau global des résultats SCAN COV (partie 2/2)

Alcane substitué ou non

Alcane substitué ou non

Alcane substitué ou non

26 21,10 . . .
Plusieurs spectres concordants avec RMF>800 |Plusieurs spectres concordants Plusieurs spectres concordants
27 21,24 Alcane substitué ou non Alcane substitué ou non Alcane substitué ou non
! Plusieurs spectres concordants avec RMF>800 |Plusieurs spectres concordants avec Plusieurs spectres concordants avec
28 21,72 Dodécane (RMF= 950) Dodécane (RMF= 950) Dodécane (RMF= 950)
Alcane substitué ou non Alcane substitué ou non Alcane substitué ou non
29 21,91 . . .
Plusieurs spectres concordants avec RMF>800 |Plusieurs spectres concordants Plusieurs spectres concordants
30 22.02 Famille des alcools Famille des alcools Famille des alcools
’ Plusieurs spectres concordants avec RMF>800 |Plusieurs spectres concordants Plusieurs spectres concordants
31 22,46 2,3-diméthyldécane (RMF= 893) 2,3-diméthyldécane 2,3-diméthyldécane
32 22,57 Hexyl-cyclohexane (RMF= 889) Hexyl-cyclohexane Hexyl-cyclohexane
33 22,71 Spectres peu concordants Spectres peu concordants Spectres peu concordants
34 23,04 Tridécane (RMF= 940 Tridécane Tridécane
B 23,26 . i’ _|1-undecanol (RMF= 901) .
35 24,09 Tétradécane (RMF= 910z Tétradécane Tétradécane
. “ Dérivé phénylique :
2,6-diphénylphénol (RMF= 931
c 251 phénylp ( )

6,6-diphényl-bicyclo[3.1.0]hex-3-&én-2-one (RMF= 8390)
4,4-diphényl-2,5-cyclohexadiénone (RMF= 853)

composés communs au blanc |

pics non communs avec |'échantillon "étuve témoin"
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DISCUSSION

BIONETTOX-FIV cherche a évaluer I’'impact indirect potentiel de produits de
bionettoyage sur des spermatozoides humains. Dans la littérature, I’unique étude s’intéressant
a un impact de produit desinfectant en laboratoire d’AMP est une publication/poster de Chang
et al. (156,157). Les auteurs y présentent leurs travaux realises pour prouver I’absence de
toxicité du produit de bionettoyage Oosafe® (produit repris dans notre étude). Comme
BIONETTOX-FIV, I’étude de Chang utilise un test SpST aprés incubation en boites NUNC®
4 puits et utilise I’alcool comme témoin positif. En revanche, Chang et al. semblent avoir
directement appliqué le produit pour nettoyer les boites NUNC® 4 puits utilisées. Ainsi, les
auteurs évaluent un impact direct d’Oosafe® sur les spermatozoides alors que BIONETTOX-
FIV évalue un impact indirect des produits de biodécontamination. De plus, dans leur étude, la
condition « immersion sous huile minérale de la préparation » n’a pas ete testée et la survie
spermatique a été observée a 24, 48 et 72h aprés une incubation dans une étuve tri-gaz a 37°C
d’une part, et a température ambiante d’autre part (156,157). L’originalité de notre étude réside
dans le mode opératoire propose avec étuves et incubation des spermatozoides en boite
NUNC® afin de permettre un impact indirect d’une substance appliquée dans I’étuve. Par
ailleurs, la réalisation de prélevements/analyses chimiques selon différentes technologies a
permis d’évaluer les composeés chimiques libérés et potentiellement a I’origine d’un impact sur
les spermatozoides incubés.

Concernant les analyses spermatiques, BIONETTOX-FIV a permis de mettre en
évidence que les différents SpST index moyens calculés sont tous significativement différents
de 0,85, seuil de repro-toxicité utilisé selon la littérature (18), a I’exception du SpST(a-gy moyen
obtenu dans I’étuve TEST A Conditions E (atmosphere saturée) pour les puits sans huile
minérale. La valeur moyenne du SpSTag) de 0,9675 reste toutefois éloignee du seuil de
toxicité. Ainsi, il semble que les produits de bionettoyage étudiés (Surfa’safe® et Oosafe®) ne
présentent pas de repro-toxicité sur les spermatozoides humains, et ceci quelles que soient les
conditions d’incubation : atmosphére saturée ou conditions d’utilisation professionnelle avec
rincage a I’eau d’une part, et avec ou sans huile minérale d’autre part. En cela, cette observation
rejoint la conclusion du travail de Chang et al. qui constatent une absence de repro-toxicité
directe du produit Oosafe® (avec un seuil de repro-toxicité a 0,75 choisi par les auteurs)
(156,157). Cependant, il est important de souligner que le Human Sperm Survival Assay ou
Sperm Survival Test s’intéresse uniquement a un éventuel impact fonctionnel (et plus
précisément sur la mobilité spermatique). Aucune conclusion ne peut étre faite concernant une
innocuité compléte d’utilisation car cette étude n’élimine pas un éventuel impact sur I’ADN
des spermatozoides (fragmentation de I’ADN engendrée par des COV mise en évidence dans
certaines publications (124)), ou encore un impact épigenétique.

Nous avons également observé que les valeurs moyennes des SpST index des éetuves
TEST Conditions N sont toutes supérieures aux valeurs moyennes des SpST index des étuves
TEST Conditions E, pour chaque condition comparable (SpSTa-g) VS SpST(an) ; SPST(g-E-H)
vs SpSTe-n-Hy etc.). Cependant, une seule comparaison est statistiguement significative : la
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valeur moyenne SpSTa-n-wy est significativement différente de la valeur moyenne SpSTa-g-h)
selon le test t de Student (p = 0,032). Ainsi, il semble que I’atmosphere saturée en produit n’ait
pas altéré la mobilité spermatique comme supposé au départ. Cette constatation va également
dans le sens d’une absence de repro-toxicité des produits étudiés.

Dans notre étude BIONETTOX-FIV, nous avons souhaité inclure une condition
d’incubation avec recouvrement par huile minérale car I’huile est un élément majeur dans les
pratiques courantes de culture embryonnaire en laboratoire d’AMP. En raison des faibles
volumes de milieu de culture utilisés, I’ajout d’une couche d’huile minérale est indispensable
pour prévenir une évaporation et empécher une hyperosmolarit¢ du milieu de culture
embryonnaire. Cette couche d’huile assure aussi le maintien d’un pH stable en évitant des
oscillations liées a une incubation longue (3). L’huile doit étre de qualité suffisante afin de ne
pas altérer la survie embryonnaire. Karagouga et al. montrent que la toxicité d’une huile de
mauvaise qualité (avec des concentrations consequentes en peroxydes) est d’autant plus
importante qu’il existe un effet additif avec un air de mauvaise qualité, riche en COV (158).
Dans notre étude BIONETTOX-FIV et au vu des résultats, I’huile minérale n’apporte aucun
bénéfice significatif ni aucun impact délétere sur la survie spermatique.

Concernant la comparaison entre les produits Surfa’safe® et Oosafe®, les différents
SpST index moyens calculés ne sont pas significativement différents selon les conditions
comparables . SpST(A.E) VS SpST(B.E), SpST(A-E-H) VS SpST(B.E.H) et SpST(A-N.H) VS SpST(B-N-H).
La seule comparaison significativement différente est la comparaison entre SpSTa.ny VS
SpSTe-ny. Il semble donc n’y avoir aucune différence entre les deux produits d’un point de vue
reprotoxique.

Au vu des résultats des survies spermatiques, I’objectif secondaire relatif a I’évaluation
de I’impact des 2 produits sur la vitalité spermatique n’a pas éete réalisé. En effet, le pourcentage
de spermatozoides de classe « d » (immobiles) a dans la quasi-totalité des cas été inférieur a
42%. Toutefois, cette analyse a été réalisée a 3 reprises. Tout d’abord, lors de I’expérimentation
n°5 pour le puit sans huile du sperme 2 de I’étuve TEST B Conditions E, ou le pourcentage de
spermatozoides de classe « d » était de 48%. Une vitalité de 54% avait alors été mise en
évidence (vitalite sub-normale pour un sperme sachant que la norme de I’OMS indique une
vitalité considérée normale si supérieure a 58%). Ensuite, la vitalité spermatique a été réalisee
lors des expérimentations n°5 et 7 (pour le sperme n°1) et enfin lors de I’expérimentation n°10
(pour le sperme n°2) pour tous les puits de ces spermes dans les différentes éetuves, afin
d’expliquer un pourcentage de spermatozoides de classe « d » de 100%. Ces vitalités étaient de
0% a chaque fois, amenant & la conclusion d’une nécrospermie. Cela s’expliquait par la
présence de bactéries (visibles a I’examen direct), inhérente a des bactériospermies initiales des
différents spermes, comme expliqué dans la partie Résultats. Enfin, en raison d’un pourcentage
de spermatozoides de classe « d » supérieur a 42%, la vitalité spermatique aurait di étre évaluée
lors de I’expérimentation n°2 pour les différents puits des étuves TEST A et B Conditions E
des deux spermes incubés ce jour. Cependant, les spermes étant sub-normaux en concentration,
une quantité insuffisante de spermatozoides dans les différents puits a rendu I’analyse non
réalisable (une analyse pertinente nécessitant au moins 100 spermatozoides).
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En ce qui concerne les mesures réalisées a I’aide du VOC-métre ppbRAE3000,
d’importantes différences ont été observées suivant les jours d’expérimentation. Les taux (a JO)
varient de 160 ppb environ a plus de 300 ppb selon le jour d’incubation. Une possible
explication de ces taux de base réside dans la mauvaise ventilation du local ou se déroulaient
les expérimentations et par ailleurs, par la réalisation de travaux au méme étage du batiment,
peu de temps avant notre étude.

Figure 30 : Piece des étuves (laboratoire DHREAS - Faculté de Médecine de Nancy)

Nous pouvons penser que ces travaux ainsi que les nouveaux matériaux déposés
(linoléum etc.) ont entrainé une augmentation du taux moyen de COV au sein du laboratoire,
comme évoqué dans la littérature (82,86,89). Les mesures effectuées avec le VOC-metre
indiquent une quantité de COV libérés pendant les 24 heures d’incubation au sein d’une étuve.
Notre hypothése initiale était que la saturation en vapeurs de produit décontaminant induirait
un taux de COV plus important apres les 24 heures d’incubation. Cette hypothése ne s’est pas
vérifiée. Ainsi, les taux de COV mesurés sont parfois inférieurs aprées incubation. Cependant,
il est a noter qu’un échappement des composeés libérés est possible. En effet, les étuves ne sont
pas tout a fait hermétiques de par la présence de systémes pour y connecter des bonbonnes de
gaz. Les résultats de cette analyse chimique ne permettent donc pas de conclure quant a un
dégagement conséquent de COV suite a I’utilisation des produits de bionettoyage étudiés dans
les étuves utilisées.

Les mesures du taux de COT réalisées a Sainghin-en-Mélantois sont en adéquation avec
la conclusion des analyses menées via le VOC-meétre. En effet, les taux moyens observés varient
de 250 a 350 ppb, ce qui correspond a un méme ordre de grandeur. Il s’agit la d’une mesure
témoignant d’une condensation sur un verre de montre de différents composés organiques
pendant les 24h d’incubation. L hypothése initiale était que les étuves a atmosphere saturée en
produit présenteraient un dép6t plus important en composés organiques que I’étuve témoin
négatif. Les résultats sont finalement équivalents entre les différentes étuves, avec parfois
méme des taux plus importants dans I’étuve témoin négatif. Ainsi, en tenant compte de cette
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analyse d’une part, et parallelement de I’analyse « aérienne » via les mesures du VOC-metre
ppbRAE3000 d’autre part, il semble que I’utilisation des produits de bionettoyage Surfa’safe®
et Oosafe® ne s’accompagne pas d’une libération majeure de composés organiques, méme
quand ces produits sont appliqués de maniére excessive.

Les analyses sous-traitées et realisees a Rennes au laboratoire LERES permettent de
mettre en évidence de maniere qualitative les composes chimiques libérés en fonction du
produit étudié. Les résultats sont trés reproductibles au vu des chromatographes obtenus durant
les 5 incubations pendant lesquelles les prélevements d’air ont été réalisés, et ceci pour chaque
étuve analysee (étuve TEST A Conditions E, étuve TEST B Conditions E et étuve témoin
négatif). Apres élimination du bruit de fond (via le tube blanc ouvert tout au long des
expérimentations) et des molécules retrouvées de maniere commune dans les 3 étuves, les
composés suivants sont retrouvés de fagon spécifique : du propylene glycol (pic A avec temps
de rétention a 13,71 min) retrouvé uniquement dans I’étuve TEST B Conditions E avec
atmosphére saturee en Oosafe®, du 1-undecanol (pic B avec temps de rétention a 23,26 min)
observé uniquement dans I’étuve TEST A Conditions E avec atmosphére saturée en
Surfa’safe®. Enfin, des composeés type derivés phényliques (2,6-diphénylphénol, 6,6-diphényl-
bicyclo[3.1.0]hex-3-én-2-one et 4,4-diphényl-2,5-cyclohexadienone, pic C avec temps de
rétention a 25,1 min) sont retrouvés dans les 2 étuves TEST A et B Conditions E mais pas dans
I’étuve témoin négatif. Ces résultats chimiques montrent un dégagement de COV speécifique en
fonction du produit. Toutefois, malgré cette conclusion chimique, aucun taux fort en COV n’a
éte retrouvé via I’analyse avec le VOC-metre et la mesure du COT. Par ailleurs, aucun impact
spermatique n’est constaté via I’étude des index SpST. Ceci renforce alors I’idée d’une
utilisation « reprosafe » de ces deux produits car les quelques COV spécifiques dégagés ne
s’accumulent pas en taux importants dans notre étude et n’impactent pas les spermatozoides
humains. Enfin, les COV retrouvés different en fonction du produit. Ceci peut logiqguement
s’expliquer par une différence de composition chimique des produits de bionettoyage étudies.

Cette conclusion rassurante doit étre moderée. En effet, différents biais existent dans
notre étude BIONETTOX-FIV. Le premier biais réside dans le faible nombre de préparations
spermatiques utilisées (20 prélevements). Il serait donc intéressant de poursuivre ce genre
d’expérimentations pour atteindre un nombre encore plus important de prélévements inclus. Par
ailleurs, les prélevements utilisés étaient des prélevements normospermes selon I’OMS. Or, il
paraitrait judicieux de renouveler ce mode opératoire en utilisant des prélevements a priori
« plus sensibles » avec certains parametres altérés (oligospermie ou encore asthénospermie),
correspondant davantage avec la realité des patients pris en charge en AMP (3). Un autre biais
réside dans la quantite de produit bionettoyant appliqué dans les étuves. En effet, cette quantité
n’était pas standardisée ou mesurée et correspondait a une application globale du produit selon
une méthodologie malgré tout la plus rigoureuse possible. Dans le futur, si d’autres
expérimentations de ce type sont menées, il conviendrait de mesurer précisément la quantité de
produit appliquée, surtout en cas de mesures chimiques. Ensuite, un important biais réside dans
le taux de COV basal du laboratoire DHREAS dépourvu de ventilation efficace. Si une nouvelle
étude devait se faire, il serait pertinent de la réaliser dans une piéce avec atmosphere controlée
de type salle blanche ou un taux précis et bas en COV serait maitrisé. En effet, dans
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BIONETTOX-FIV, il n’était pas envisageable d’associer a chaque expérimentation une étuve
témoin positif (Ethanol 70%) en raison de la volatilité de I’alcool qui aurait risqué de modifier
significativement I’atmosphére du local d’expérimentation. Enfin, une absence d’impact
spermatique ne demontre pas une absence d’impact ovocytaire ou embryonnaire, sachant que
I’embryon est particuliérement sensible aux COV (22).
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CONCLUSION

Devant les nombreux eléments sources de stress pour les gametes et embryons
manipulés au laboratoire d’AMP, un maximum d’efforts doit étre apporté pour sécuriser
I’utilisation des produits ou matériaux mais aussi les pratiques effectuees dans le cadre de
I’Aide Médicale a la Procréation (2,3,5).

Comme le rappellent Nijs et al., de nombreux tests de repro-toxicité existent pour
vérifier I’absence d’impact négatif de tous les éléments en contact avec les embryons,
spermatozoides ou ovocytes, et ceci avant leur utilisation en routine (18). Notre étude
BIONETTOX —FIV a permis la mise au point d’un nouveau mode opératoire pour un test de
repro-toxicité bien connu, d’une grande sensibilité et facile & mettre en place : le Sperm Survival
Test (SpST). Avec I’utilisation de boite NUNC® pour I’incubation des spermatozoides, ceux-
ci deviennent sensibles a I’action indirecte de substances présentes dans I’atmosphére de
I’étuve, et de maniére plus générale, dans le laboratoire. Ce nouveau test pourra donc étre un
indicateur d’une éventuelle repro-toxicité environnementale au laboratoire d’AMP, si il est
utilise de maniére réguliére en tant que contréle qualité de I’air du laboratoire. Par ailleurs,
d’autres produits bionettoyants pourront étre évalués a I’aide de ce mode opératoire, comme
par exemple ceux utilisés pour le bionettoyage des sols du laboratoire, ce dernier générant
potentiellement de grandes quantités de COV.

Les produits de bionettoyage sont appliqués parfois quotidiennement au laboratoire et
des résidus consécutifs au nettoyage peuvent persister dans les étuves, paillasses ou autres
surfaces sur lesquelles ces produits sont utilisés. Il convient de sécuriser leur emploi par une
connaissance parfaite d’un caractére repro-toxique ou non de ces produits, notamment lié a un
dégagement de Composés Organiques Volatiles (COV). L’étude BIONETTOX-FIV met en
évidence une absence d’impact spermatique fonctionnel des produits Surfa’safe® et Oosafe®.
Il faut toutefois rester prudent dans cette conclusion car rien ne prouve ici une innocuité
compléte d’utilisation de ces produits bionettoyants. Si ces tests spermatiques ne sont pas
suffisamment sensibles, il pourrait étre intéressant de réaliser en paralléle une étude de repro-
toxicité sur embryons murins, dérivée du Mouse Embryo Assay (MEA), mais utilisant de
nouvelles technologies comme le Time-Lapse. L’étude de Wolff et al. démontre ainsi qu’une
observation morpho-cinétique continue (Time-Lapse) du développement embryonnaire murin
permet d’améliorer la sensibilité du MEA traditionnel et présente un intérét pour la détection
d’une repro-toxicité ou d’un stress in vitro (159).

La prise de conscience que chaque élément du laboratoire d’AMP peut étre source de
stress in vitro permettra I’amélioration future des pratiques et I’obtention de I’objectif ultime
recherché dans cette spécialité : permettre a des couples inféconds de realiser leur désir d’étre
parents.
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ANNEXES

Annexe | : Publications étudiant I’impact de la qualité de I’air au laboratoire d’AMP

Annexe Il : Synthése du mode opératoire de I’étude BIONETTOX-FIV

Annexe I11 : Exemple de feuille de travail (ici celle de I’expérimentation n°3)

Annexe IV : Exemple de spectre obtenu suite a I’analyse SCAN-COV effectuée au LERES -
Rennes (ici spectre du tube témoin blanc)
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|  Annexe |

AMP : Assistance Médicale a la Procréation ; COV : Composés Organiques Volatils ; HEPA : High Efficiency Particulate Air (filtration) ; HVAC : High Velocity Air
Control ; KMn0, : Permanganate de potassium (filtres) ; TB : Taux de Blastulation ; TC : Taux de Clivage ; TF : Taux de Fécondation ; TG : Taux de Grossesse ; Tl : Taux

Auteurs

Type d’étude

Période

Systémes de
filtration de
I’air

Procédés chimiques

Tableau 17 : Publications étudiant I'impact de la qualité de I’air au laboratoire d’AMP

Résultats

d’Implantation ; TN : Taux de Naissances ; TFCS : Taux de Fausses Couches Spontanées ; UVPCO : UltraViolet PhotoCatalytic Oxidation

Limites

Munch et al. Rétrospective 2010 - 2012 HEPA Mise en place d’'une  TF, TC, TB | si pas - Pas de mesure réelle
(119) comparative filtration avec charbon = de charbon actif des COV
actif - Plus d’embryons
transférés pendant la
période sans charbon
actif
- TG, Tl inchangés
Boone et al. Rétrospective 1993 — 1997 Construction Filtres avec charbon TF, TG 1 avec - Changement en
(116) comparative laboratoire  actif norme I1SO Classe 5 parallele de technique de
ISO Classe transfert embryonnaire
5 - Pas de mesure réelle
des COV
Jindal et al. (137) = Rétrospective 2006 — 2007  HEPA - KMnO4 TG 1 avec Pas de mesure réelle des
comparative - Charbon actif systemes filtrants cov
(46,8 vs 32,9 ;
p=0,005)
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Auteurs

Type d’étude

Période

Systémes de
filtration de
I’air

Procédés chimiques

Résultats

Limites

Forman et al.
(138)

Worrilow et al.

(139)

Khoudja et al.

(87)

Forman et al.

(130)

Esteves et al.
(131,133)

Rétrospective

comparative

Rétrospective

comparative

Prospective

expérimentale
comparative

(mesure taux
CoVv)

Prospective
expérimentale
comparative
(mesure taux
Cov)
Rétrospective
comparative

2012 - 2013

6 ans et
demi

2011

2000 - 2003

- Charbon actif
- UVPCO

HVAC Irradiation UV-C
HEPA Charbon actif
HEPA - Charbon actif

- KMI’]O4

- Tour CODA®

ISO classe 6 (HEPA + Tour
CODA®)

Versus

ISO classe 5 (HEPA + Filtres
charbon actif + Pression positive +

TB, TI, TG, TN

TG 1

- | Taux COV en
dehors, a I’intérieur
du laboratoire et
dans les étuves
-TF, TC, TB, TI,
TG !

J Taux COV avec
tour CODA®

Avec ISO classe 5 :
qualité embryons
J3, TCetTG 1,
TFCS |

Pas de mesure réelle des
Cov

- Pas de mesure réelle
des COV

- Impact
microbiologique
prédominant

Certains COV ne
diminuent pas malgré
I’application des
systemes filtrants (ex :
propyléne et propane)

Pas de lien fait avec les
outils d’évaluation
classiques en AMP (TF,
TC, TG etc.)

Pas de mesure réelle des
CcoVv
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Systémes de
Auteurs Type d’étude Période  filtration de  Procédés chimiques Résultats Limites

Iair
Unités de filtration intra-incubateurs
+ Filtres charbon actif entre
bonbonnes de gaz et incubateurs)

Esteves et Bento = Rétrospective 1999 - 2010 1SOclasse 5 | Filtres charbon actif ~ TF, TBet TG 1 Pas de mesure réelle des
(24) comparative avec ISO classe 5 | COV
Worrilow et al. Rétrospective _ ISO classe 5 _ Tl lié au taux de Mesure des COV non
(134) cov exhaustive
Heitmann et al. Rétrospective _ _ CODA® TB (et qualité des Pas de mesure réelle des
(136) blastocystes), Tlet COV
TN ¢

Dickey et al. Rétrospective Environ 4 - Pression Filtres charbon actif TletTG ¢ - Pas de mesure réelle
(129) comparative ans- positive des COV

- HEPA - Changement des

pratiques de transfert
embryonnaire

Souzaetal. (112) Rétrospective 2002 — 2005 Dans les incubateurs : TF et TC : Pas de - Pas de mesure réelle
comparative ISO classe 8 différence des COV
randomisée Versus significative - Etude de I’air des
ISO classe 5 (HEPA) étuves uniquement
Battaglia et al. Prospective 2000 _ Filtres CODA® pour  Qualité et nombre - Pas de mesure réelle
(140) comparative incubateurs d’embryons des COV
randomisee transférés et TG : - Etude de I’air des
Pas de différence étuves uniquement
significative
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Systémes de

Auteurs Type d’étude Période  filtration de  Procédés chimiques Résultats Limites
I’air
McLellan et al. Prospective _ _ - Filtres CODA® pour TI, TGet TN :Pas - Pasde mesure réelle
(141) comparative incubateurs de différence des COV
randomisée - Filtres pour significative - Etude de I’air des
bonbonnes de gaz étuves uniquement
Sene etal. (142)  Prospective 2008 — 2009  HEPA Filtres charbon actif 1 Nombre Pas de mesure réelle des

comparative
randomisée

incubateurs suivant le
groupe de I’étude

d’embryons J3 dans
groupe « filtres »
MAIS

TB, Tl, TG TFCS
et Taux de

transfert : Pas de
différence
significative

Ccov
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Il Annexe Il

Entretien biologique

SENINERIENIM = 2 spermes incubés

=
&
& :
S " v Recueil sperme | ’
& v - Patient normosperme ]
9
Qualification du sperme lavé

(Mobilité/Numération/Vitalité)

/{m El ‘ Examen direct (présence de SPZ ?) l

;

Lavage

v

Patient connu avec
parameétres spermatiques

normaux

.
.

Si OK (normes OMS)

Er——
Dans chaque étuve Pendant 5 expérimentations | Incubation
Boite NUNC® Analyses chimiques — Exploration des COVs :
4 puits avec - =
spermes lavés Tubes TENAX 77— .%
Verres de montre
‘ Etuve TEST A Conditions E | | Etuve TEST B Conditions N | l Etuve TEST B Conditions E | | Etuve TEMOIN - |

Produit de
bionettoyage A

conditions du fabricant

puis séchage puis
utilisation

Utilisé dans les >

Nettoyage puis ringage >

Produit de > Produit de > Produit de
bionettoyage A bionettoyage B bionettoyage B
Atmosphére saturée > Utilisé dans les > Atmosphére saturée
en produit conditions du fabricant en produit

Nettoyage sans > Nettoyage puis ringage > Nettoyage sans
ringage + boite avec puis séchage puis ringage + boite avec
produit en évaporation utilisation produit en évaporation

I Avant incubation | m —

(dans que étuve)

>

Atmosphére
sans aucun
produit

B —
P > — ) = Pendant 5 expérimentations
I Aprés incubation I q] + + (Ansiyeee chinsiinms COV]

(dans que étuve)  (mobilité +/- vitalité)
Figure 31 : Synthése du mode opératoire de I'étude BIONETTOX-FIV
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Il Annexe Il

Tableau 18 : Exemple de feuille de travail — étude BIONETTOX-FIV (ici celle de I'expérimentation n°3)

5 Caractéristiques initiales Sperme n*1 Caructéristiques initiales Sperme n"2
EXPERIMENTATION N°3
a 15 a 80
60 87 Remarques ;.
Date d'incubation % 5] 45 R L . LTS ; . .
Mobifité (en %) - Mosilité (en %) - Taux COV air ambiant piéce des étuves avant incubation : 205 ppb
15/06/2017 < 9 < 2 SCAN C pendant cette incubation (3/5)
d 31 d 8 p L
Mesure CO cette incubatic
Vitalité (en %) NA Vitalité {en %) NA
Concentration (en M/mL) 151 Concentration (en M/mL) 30
Etuve Témoin négatif Etuve TEST A Conditions £ Etuve TEST A Conditions N Etuve TEST B Conditions £ Etuve TEST B Conditions N
Taux COV avant incubation 308 pob 320 ppo 306 pob 310 ppb 303 ppo
Taux COV aprés incubation 258 pob 305 ppb 284 pob 300 ppb 273 ppb
B 2 B 24 a 22 a 8 a 28
| 40 | - | 4 | 3
o 18 B 20 b 16 5 10 5 10
Mobilité puit 1 (en) Mobilité puit 1 {en) Mobifité puit 1 (en%) Mobilité puit 1 (ends) Mobilité puit 1 {ens)
c 20 3 16 c 22 c 14 B 24
d d 40 g 40 4 38 4 38
Vitalité puit 1 (en %) Vitalté puit 1 (en %) NA Vitalité put 1 {en %) NA Vitalité puit 1 (en %) NA Vitaité puit 1 (en %) NA
Sperme n'1 = " o
s 36 2 a 44 5 6 a 5
64 56 64 68 70
3 ‘ b 28 B 28 3 > b 20 X o 6 5 10
Mabifté puit 2 (huile) (en %) Moilité puit 2 {huile) (en %} Mobifté puit 2 (huile) [en %) Mobifté puit 2 (huile) (en %) Mobilité puit 2 {huile) (en %)
c 4 e 6 c 6 c 14 3 12
z
2 d 32 d 38 & 30 d 18 d 18
é Vitalité puit 2 (huiie} {en %) NA Viatalité puit 2 (huile) (en %) NA Vitalité puit 2 [huie} (en %) NA Vitalité puit 2 [huie} {en %) NA Vitafté puit 2 (haile) fen %) NA
§ A 2 a 75 a 17 a 23 a 45
2 65 78 76 84 76
z 5 55 1
£ b 21 ] 3 b 59 b 55 b 31
= Mabilité puit 3 (en %) Mobilité puit 3 {en %) Mabiité puit 3 (en %) Mabiité puit 3 (en %) Mobilité puit 3 {en %)
3 9 c 2 c 4 c 4 c 3
d 26 d 20 d 20 d 12 4 21
Vitalité puit 3 {en %) NA Vitaité puit 3 (en %} NA Vitalité puit 3 [en %) NA Vitalité puit 3 (en %) NA Vitafité puit 3 (en %) NA
Sperme n"2
s 63 B 52 a 75 4 63 a 68
73 75 75 90 79
o B 10 ; 5| 2 ; b Q 5 27 5 11
Mabifté puit 4 (huile) [en %) Mobilité puit & {huile] (en %) Mabifité puit 4 (huile) [en %) Mabifité puit 4 (huile) (en %) Mobilité puit 4 {huile) (en %)
c 5 3 6 c 2 c 0 c 3
4 21 4 19 e 23 4 10 4 18
Vitalité puit & [huile) {en %) NA Vitalté puit 4 (huile) [en %) NA Vitalité puit & (huile) (en %) NA Vitalité puit & (huile) {en %) NA Vitalté puit 4 (huile) [en %) NA
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IV Annexe 1V

File :C:\msdchem\1\DATA\2017\COV ICHAQAI (QATHOSP) \SCANS\28JUIN201
7\28juin09.D
Operator : GO JH
Instrument : 7890 5975
Acquired : 28 Jun 2017 19:59 using AcgMethod SCAN COV QAIHOSP.M
Sample Name: Témoin BLANC ouvert le 07/06/2017
Misc Info : Tube G00284
Abundance TIC: 28)uin09.D\data.ms 1"-
A3
4500000
N* A%, 4894 4 |
|
. o
I
3500000
3000000
2500000 ]
2000000 A ’
|
A0 Ay |
1500000 | | " 4
A8 |
At i
1000000 | s
- 3 ] |
| | M * !
A > | IS EY
iy 4 |
Time-> 400 500 600 700 800 900 1000 11.00 ‘If.W 13.00 .“.00 15;@ 1&“ 17.00 1800 19.00 2000 21.00 2200 23«) 24.00 2500 26.00

Figure 32 : Spectre du tube témoin blanc obtenu suite & I’analyse SCAN-COV effectuée au LERES - Rennes
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TITRE

Repro-toxicité : évaluation de I'impact de produits de bionettoyage sur les spermatozoides humains, et
développement d’un test in vitro, indicateur de repro-toxicité environnementale au laboratoire d’AMP

These soutenue le 27 Octobre 2017
Par Nicolas MONNIN

RESUME :

En Assistance Médicale a la Procréation (AMP), de nombreux progrés ont été réalisés permettant d’améliorer les
taux d’implantation embryonnaire et de grossesse. Cependant, le taux d’implantation reste limité dans I’espece
humaine. L’optimisation des conditions de culture est indispensable pour améliorer I’efficacité des processus de
Fécondation In Vitro (FIV). En effet, I’embryon in vitro est soumis a des conditions trés différentes des conditions
in vivo et est ainsi impacté par différents facteurs, sources de stress. La réalisation de tests de repro-toxicité pour
vérifier I’innocuité des milieux de culture, consommables et autres dispositifs sur les embryons et gamétes humains
semble donc essentielle dans la procédure qualité du laboratoire. Un composé peut impacter I’embryon ou les
gamétes de maniére indirecte par la libération de Composés Organiques Volatils (COV). Or, les produits de
bionettoyage utilisés dans les laboratoires peuvent tout a fait étre a I’origine d’un dégagement de COV et les lois
frangaises indiquent méme que ces produits bionettoyants doivent étre choisis parmi ceux ne présentant pas de
toxicité connue sur les gamétes, les tissus germinaux ou les embryons aux doses employées. A ce jour, la littérature
ne rapporte aucune étude visant a évaluer et comparer la repro-toxicité de ces produits biodécontaminants utilisés
en laboratoire d’AMP. Un état des lieux des pratiques de bionettoyage dans les laboratoires d’AMP de France a
tout d’abord été réalisé a I’aide d’un questionnaire envoyé par mailing-liste a I’ensemble des biologistes francais
des laboratoires d'étude de la fécondation et de la conservation de I'ceuf. Notre étude expérimentale intitulée
BIONETTOX-FIV a eu pour objectif d’étudier la repro-toxicité des deux produits de bionettoyage les plus utilisés
en France et compatibles avec une application dans des étuves de laboratoire, a I’aide d’un mode opératoire original
basé sur le test de repro-toxicité « Sperm Survival Test » (SpST). Chaque produit bionettoyant a été testé en
utilisant 20 prélévements spermatiques (n=20 par produit bionettoyant). Pour expliciter un potentiel impact indirect
des produits de bionettoyage sur les spermatozoides, différentes analyses chimiques ont été menées pendant les
incubations pour évaluer et caractériser les COV présents dans les différentes étuves mimant différentes conditions
d’incubation (exagérée avec atmosphére saturée en produit ou normale, telle que recommandée par le fournisseur).
Les résultats du test SpST ne montrent aucun impact sur la mobilité spermatique des deux produits bionettoyants
étudiés et ceci quelle que soit la condition d’incubation. Les analyses chimiques montrent un dégagement de COV
spécifique en fonction du produit, mais en faible quantité. Il faut toutefois rester prudent car rien ne prouve ici une
innocuité compléte d’utilisation de ces produits bionettoyants sur le développement embryonnaire humain et
d’autres expérimentations complémentaires doivent étre envisagées dans le futur.

MOTS CLES : Repro-toxicité, biologie de la reproduction, AMP, bionettoyage, spermatozoides, test in
vitro.
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