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Polymeére antimicrobien pour semences animales

La présente invention propose un additif pour la préservation des semences animales en
substitution totale ou particlle de composés antibiotiques. Cet additif présentant un effet
antimicrobien contient un ou plusicurs polyméres synthétiques présentant un effet
antimicrobien. 1l présente également une bonne solubilité dans la semence animale ou dans le
milieu d’administration ou de conservation de la semence animale, ainsi qu’une totale
innocuité vis-a-vis des spermatozoides afin de ne pas compromettre la viabilité de la semence

animale ainsi conservée.

Le domaine d’application de la présente invention est celui de la reproduction animale par
insémination artificielle dans le champ d’exercice des vétérinaires et spécialistes de
I’insémination. Les ¢levages d’animaux, aussi bien a destination de 1’industrie agro-
alimentaire (lapins, porcs, bovins) que pour I’agrément, les disciplines sportives ou certains
travaux (chevaux, chiens) ont couramment recours a 1’insémination pour la reproduction des

animaux en vue du maintien de caractéristiques phénotypiques ou génotypique sélectionnées.

Apres la collecte de la semence animale, les spermatozoides mélangés au plasma séminal ont
une tres faible durée de vie. Il convient donc de les incorporer a un milieu susceptible de
prolonger leur survie et de maintenir en vigueur leurs fonctionnalités. Par ailleurs, la semence
prélevée sur les maéles n’étant pas systématiquement utilisée directement pour une

insémination, il est alors nécessaire de la traiter pour permettre sa conservation.

Pour étre efficace, le milieu de conservation des spermatozoides doit fournir I’énergie
nécessaire au bon fonctionnement et au maintien en vie des cellules, avoir un systéme tampon
interdisant les fortes variations de pH, éviter le développement des germes microbiens et
présenter un équilibre ionique adéquat. L’art antéricur décrit trés largement la conservation de
la semence a I’¢tat liquide dans des dilucurs de différentes compositions, ainsi que la
conservation a 1’état congelé qui elle aussi met en ceuvre des dilueurs de congélation et de
décongélation ainsi que différentes techniques de préparation et de conditionnement de la

SsEmence.

Il existe autant de dilueurs que de procédés pour ce faire et notamment le conditionnement de
la semence avec un dilueur combiné 4 la conservation du mélange a basse température

(réfrigération, congélation, cryogénisation). Chaque dilueur fournit aux spermatozoides les
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¢léments nutritifs et protecteurs permettant leur survie aprés congélation. Cependant, la
semence contient naturellement différents microorganismes, notamment des bactéries et virus,
dont le développement peut altérer la qualité de la semence. En effet, d’une part les bactéries
entrent en compétition avec les spermatozoides en consommant les nutriments qui leurs sont
nécessaires et d’autre part clles peuvent libérer des substances toxiques pour les
spermatozoides. La présence de microbes peut également étre la cause de la transmission de
maladies entre 1’animal donneur de semence et ’animal inséminé ; la maladic se¢ transmettant
d’autant plus vite qu’un donneur de semence sert a la fécondation de nombreuses femelles.
Enfin I’¢tape de décongélation réactive beaucoup de mécanismes en dormance et rend les
microbes plus virulents ce qui risque une nouvelle fois de contaminer 1’¢chantillon de
semence animale et de compromettre la qualité des spermatozoides. Pour empécher ou tout du
moins minimiser ces inconvénients, il est d’usage d’utiliser des additifs antibactériens pour
¢liminer les microbes ou limiter leur développement au sein de la semence ou du mélange
spermatozoides/dilueur. Ces additifs antibactériens sont des composés antibiotiques choisis
pour éliminer ou détruire les microbes classiquement présents dans la semence tout en
affectant au minimum la qualité des spermatozoides. A titre d’exemple et de maniére non
exhaustive, on retrouve dans les dilueurs, les antibiotiques suivant : aminoglycosides ou
aminosides dont les plus courants sont le sulfate de gentamicine (ou gentamicine,
typiquement dosée a 250mg/L de dilueur), la streptomycine (typiquement dosée a 1000mg/L
de dilueur), la dibekacine, 1’amikacine et ’apramycine ; les béta-lactames dont le plus courant
est la pénicilline (typiquement dosée a 625mg/L de dilueur). D’autres additifs de la famille
des fluoroquinolones peuvent entrer dans la composition des dilueurs en tant qu’antibiotiques.
Il est ¢galement d’usage d’utiliser des antibiotiques seuls ou en mélange afin d’obtenir un

spectre d’efficacité plus large.

La demande de brevet FR2725342 décrit 'utilisation de dérivés d’indole pour la préparation
de dilueurs de sperme qui permettent d’améliorer la conservation des spermatozoides. Ces
dérivés ne présentent aucune activit¢ antimicrobienne, ils ne sont pas des substituts
d’antibiotiques, et sont simplement ajoutés aux composants connus de 1’art antérieur pour

améliorer les performances des spermatozoides.

La demande de brevet PCT/US2002/000777 décrit un dilueur de semence comportant une
quantité de phospholipide protectrice de la cellule spermatique, une quantité efficace de
tensio-actif réduisant la formation de cristaux de glace lors de la congélation de la

composition, un hydrate de carbone et un tampon biologique conférant a la solution
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d'utilisation du dilueur un pH compris entre environ 6,9 et environ 7,5 et une osmolarité
comprise entre environ 250 mOsM et environ 350 mOsM. Des antibiotiques tels la

gentamycine, la tylosine, la lyncomycine ou la spectinomycine sont prévus dans ce dilueur.

Le brevet FR2813756 décrit un dilueur liquide pour la conservation de spermatozoides
porcins qui contient un conservateur, une formulation antibiotique liquide, au moins un sel et
au moins un agent antioxydant. Le conservateur est un phospholipide (cyclohexanols, choline,
¢thanolamine et sérine), 1’antibiotique est choisi parmi 1’enrofloxacine, la lincomicyne et la
spectinomycine, le carbohydrate est choisi parmi le saccharose, le tréalose, le raffinose, le

glucose et le fructose. Ce dilueur contient des antibiotiques.

Le brevet FR2720407 décrit un milieu pour micro-organismes non autonomes, tels que
gametes et embryons, a maintenir vivants en dehors de leur milicu naturel et susceptibles
d'étre conservés préts a l'emploi sur des périodes prolongées, ce milieu comprenant, outre
notamment des agents de nutrition, des tampons et des sels minéraux, un produit protecteur
sous la forme d’une lécithine extraite de graines de soja. Ce milieu est particuliérement bien

adapt¢ a la conservation des spermatozoides de bovins.

La demande de brevet PCT/CN2016/000657 décrit un dilueur de congélation pour la semence
d’espéces d’élevage. Ce dilueur contient du trihydroxyméthyl aminométhane, de [’acide
citrique, du monosaccharide, du jaune d'oeuf frais, un agent de protection perméable, de la
pénicilline, de la streptomycine, de 1'alcool polyvinylique et de 1'eau ultrapure. Un polymére
polyvinylique a haut poids moléculaire commun est utilis¢ ici comme inhibiteur de cristaux
de glace au licu d'une protéine antigel naturelle. Ce polymére n’est en aucun cas un substitut a
un agent antimicrobien puisque de la pénicilline et de la streptomycine sont également

utilisées dans ce dilueur.

La demande de brevet RU2177277 décrit 1’utilisation d’une préparation antibactérienne
contenant de 1’apramycine et de I’eremomycine pour la dilution et la cryoconservation de la
semence animale. La encore un mélange d’antibiotiques connus est utilis¢ pour assurer la

survie et la conservation des spermatozoides de 1’échantillon de semence.

La demande de brevet CN104322483 décrit un dilueur pour la semence de verrat contenant de
la poudre d'alpha-D-glucopyranose, du fructose, du citrate de trisodium dihydraté, de l'acide
¢thylénediamine tétraacétique disodique, du bicarbonate de sodium, de I'alcool polyvinylique,
du trishydroxyméthylaminométhane, de I'inositol, de la vitamine C, de l'arginine, de I’extrait

de radix isatidis et de ceftiofur sodium, et enfin de la ribavirine. La formule comprend des
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nutriments riches, des composants antibactériens de médecine chinoise (Radix Isatidis, dont le
constituant actif principal est le Onjisaponin B) et occidentale et des composants
antibactériens (Ribavirine, Ceftiofur sodium), assurant ainsi le métabolisme normal du

sperme.

On connait donc de I’art antérieur 'utilisation d’additifs aux propriétés antibactériennes ou
antivirales tels des extraits de plantes ou des peptides, aux propriétés favorisant 1’efficacité
des spermatozoides conservés tels des indoles, des 1écithines ou des phospholipides, aux
propriétés favorisant la congélation ou la cryogénisation tels 1’alcool polyvinylique, pour la
conservation d’échantillons de semence animale. Cependant 1’art antérieur ne décrit pas de

substitut a I'utilisation d’antibiotiques pour la conservation de la semence animale.

On connailt ¢également de I'art antéricur ['utilisation de polyméres naturels comme les
polysaccharides (demandes de brevet WO 2010/139956 ou WO 97/14785) ou encore les
polypeptides naturels communément appelés protéines naturelles (demandes de brevet WO
98/37904 ou WO 2015/181558). Cependant ’art antéricur ne décrit pas de substitut a
"utilisation d’antibiotiques pour la conservation de la semence animale car il n’est pas du tout
¢vident que 'une des molécules naturelle ou synthétique décrites ci-dessus permettent a la

fois la protection et la conservation des propriétés de la semence animale.

On connait de plus de Dart antérieur 'utilisation de molécules non polymériques comme
I’iode (demandes de brevet WO 00/16812, WO 92/04031, WO 93/17693 ou WO 97/48482 et
brevet US 5,360,605) ou le peroxyde d’hydrogéne (demande de brevet WO 94/00161) en tant
qu’agents antimicrobiens. L’1ode est connu pour réagir avec des fonctions chimiques (N-H, S-
H ou double liaison carbone-carbone, etc.) port¢es par les acides aminés composant
notamment les protéines inhibant ou perturbant ['activité desdites protéines. Le peroxyde
d’hydrogéne est a la fois oxydant, réducteur, acide et du fait de son instabilité, il peut se
décomposer notamment en radicaux H®, HO® ou HOO?; le peroxyde d’hydrogéne peut donc
trés facilement réagir avec des substances biologiques, notamment des protéines et les
dénaturer. Dans tous les cas, ces protéines ¢tant impliquées dans les processus biologiques des
agents pathogeénes, leur dénaturation méne a I’inactivation ou a la mort de ’agent pathogéne.
L’iode est le plus couramment utilisé, le peroxyde d hydrogene est habituellement utilisé en
combinaison avec 1’iode, ce dernier augmentant ’efficacit¢ anti microbienne de 1’iode.
Ces molécules non polymériques sont classiquement utilisées en mélange avec une ou

plusicurs molécules organiques. Lorsqu’il s’agit d’iode, on parle alors d’iodophore.
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L’iodophore est défini comme le produit résultant de I’association d’iode avec un agent

complexant ou solubilisant.

Dans ce contexte d utilisation de molécules non polymériques mélangés avec un polymere, on
utilisera classiquement comme iodophores des polyméres naturels comme 'albumine ou
synthétiques comme les dérivés de povidone ou PVP. Ces polymeéres servent en premier lieu
de vecteur de ['agent antimicrobien (iode ou peroxyde d’hydrogene) vers le fluide biologique
a traiter. En complexant ['agent antimicrobien, il améliore sa solubilit¢ dans le fluide
biologique a traiter puis il relargue 1’agent antimicrobien dans le fluide biologique a traiter.
Ces polyméres peuvent ¢galement assurer un réle de protection des substances biologiques a
traiter contre leur endommagement par 1’agent antimicrobien, ce dernier, ¢tant donné son
mode d’action, pouvant altérer aussi bien les protéines des agents pathogénes a ¢liminer que
celles des substances biologiques présentes dans le fluide biologique a traiter. Enfin, ces
polyméres peuvent servir d'adsorbant de 1’agent antimicrobien (iode ou peroxyde
d’hydrogéne) pour le retirer particllement ou totalement du fluide biologique a traiter. En
conclusion, ces polyméres ne possédent pas d’activité anti microbienne intrinséque mais
remplissent des fonctions d’auxiliaires technologiques pour permettre, améliorer ou contréler
le pouvoir antimicrobien des molécules non polymériques antimicrobiennes comme [’iode. En
effet, ces complexes (par exemple du type povidone-iode) sont obtenus par simple mélange
entre 1’agent antimicrobien et le polymere ; I'agent antimicrobien est simplement complexé
par le polymeére et non greffé sur ce dernier ce qui sous-entendrait une réaction chimique entre
I’agent antimicrobien et le polymere. En effet, ’objectif est que I'agent antimicrobien soit
relargué sous sa forme initiale dans la solution biologique a traiter afin qu’il conserve son
activite¢ anti microbienne. Dans le cas d’un iodophore, ['iode conserve donc sa structure

chimique 12.

En effet, dans les dilueurs de D’art antéricur les composés aux effets antimicrobiens,
antibiotiques et/ou antiviraux, naturels ou de synthése présentent de nombreux inconvénients.
En premier licu ils favorisent le développement de bactéries résistantes, du fait de 1’action
chimique sur les microbes (bactéries et virus) au sein de 1’¢chantillon. La solution a ce
probléme consiste a augmenter les concentrations en ces substances ou a introduire
réguliérement de nouvelles molécules antimicrobiennes dans le dilueur. Ensuite du fait de la
petite taille des molécules aux effets antimicrobiens, celles-ci peuvent traverser les parois des
organes de la femelle inséminée (vagin, utérus) et se retrouver dans le sang des animaux avec

des effets multiples sur la santé de 1’animal et/ou du consommateur si les animaux inséminés
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ou nés de I’insémination sont consommeés par I’homme ou d’autres animaux. Par ailleurs ces
composés antimicrobiens sont efficaces uniquement a hautes doses, typiquement de 100 a
1000mg/L de dilueur, leur présence n’est donc pas anodine et sans conséquence pour 1’animal
inséminé et sa progéniture. Enfin les substances aux effets antimicrobiens sont également
disséminées dans I’environnement puisque difficilement arrétées par les stations d’épuration.
Il y a donc un vrai besoin de réduire voire de supprimer les composés a effets antimicrobiens,
en particulier des antibiotiques, dans la procédure d’insémination artificiclle et dans la

préservation de la semence qui y est utilisée.

Concernant les peptides, ces substances sont particuliérement coliteuses et de ce fait sont

incompatibles a ce jour avec les contraintes ¢conomiques du domaine.

La présente invention décrit un additif antimicrobien pour la conservation de la semence
animale, en substitution des composé€s antibiotiques de 1’art antérieur, qui peut étre utilis¢ seul
ou au sein d’un dilueur. Cet additif consiste en au moins un polymeére synthétique a activité
antimicrobienne soluble dans la semence animale ou dans un milieu d’administration ou de
conservation de ladite semence, sélectionné parmi les polyméres polycationiques, les
polyméres polyanioniques ou les polymeres sur lesquels sont greffées des substances
antimicrobiennes. Ces polymeres synthétiques aux propri¢tés antimicrobiennes sont efficaces
en tres faibles quantités tout en assurant la compléte fonctionnalité des spermatozoides, ce qui

constitue un avantage certain par rapport aux compositions de 1’art antérieur.

Cette invention présente de nombreux avantages par rapport aux compositions de dilueurs
décrites dans I’art antéricur. En effet, I'utilisation d’un additif consistant en au moins un
polymére synthétique aux effets antimicrobiens limite le phénoméne de résistance car les
polyméres synthétiques ont un mode d’action physico-chimique vis a vis des microbes, donc
vis-a-vis des bactéries, virus et mycetes. Ils s’adsorbent & la surface des microbes et peuvent
les agglomérer en fonction de leurs concentrations relatives. Le polymére synthétique
interagit avec la membrane du microbe en I’endommageant ce qui méne a la destruction du
microbe. Un autre effet intéressant est que ni ’animal inséminé ni sa progéniture ne sont
contaminés par le polymere synthétique car ces polymeéres sont des macromolécules, ayant
typiquement une masse molaire moléculaire de quelques 10000g/mol a quelques
100000g/mol par chaine de polymeére, alors que les antibiotiques et antiviraux naturels ou de
synthése ont une masse molaire moléculaire de 1’ordre de quelques 100g/mol a 2000g/mol.
L’importante taille des polymeéres synthétiques selon I’invention empéche leur migration au

travers des tissus de I’animal et leur dissémination dans d’autres parties du corps. Les
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polyméres synthétiques selon 'invention sont ¢liminés par les voies naturelles de 1’animal.
Les polyméres synthétiques antimicrobiens selon [’invention sont efficaces a faible
concentration, de I’ordre de Img/L. de dilueur & quelques 10mg/L de dilueur alors que les
antibiotiques et antiviraux sont couramment utilisés & de plus grandes concentrations pour
étre efficaces. Enfin les polyméres synthétiques selon I’invention conservent la qualité de la
semence sans aucune altération et de ce fait les performances reproductives de la semence
(fertilit¢ et prolificité) car leur effet n’est pas spermicide et conserve la motilit¢ de
spermatozoides. Par ailleurs les polyméres synthétiques selon I’invention sont parfaitement
solubles dans les compositions classiques de dilueurs et sont écologiques dans le sens ou du
fait de leur grande taille, ces polyméres sont facilement bloqués lors des traitements de ’eau
en station d’épuration. Ils sont également parfaitement inertes. Le dernier avantage est que les

polyméres selon I’invention ne sont pas irritants pour les muqueuses de I’animal insémin¢.

Les polyméres selon la présente invention sont choisis parmi les polyméres synthétiques
présentant une activité antimicrobienne vis a vis des bactéries ou virus naturellement présents
dans les semences animales, une bonne solubilit¢ dans la formulation de dilucur et une
innocuité vis-a-vis des spermatozoides de la semence c’est—a-dire non spermidicité et non
diminution de la motilit¢ des spermatozoides. Ces polymeéres synthétiques aux propriétés
antimicrobiennes sont typiquement choisis dans la famille des polyméres polycationiques,
polyanioniques ou des polyméres sur lesquels sont greffées des substances antimicrobiennes,

tout au long de la chaine polymérique ou en bouts de chaine.

La présente invention décrit un additif antimicrobien pour la conservation de semences
animales qui consiste en au moins un polymere synthétique a activité antibactérienne soluble
dans la semence animale ou dans un milieu d’administration ou de conservation de la
semence animale, sélectionné parmi les polyméres polycationiques, les polymeéres
polyanioniques ou les polymeres sur lesquels sont greffées des substances antimicrobiennes.
Afin d’augmenter le spectre d’efficacité de 1’additif il est possible d’utiliser un mélange de
différents polyméres synthétiques. Il est également envisageable d’utiliser un mélange de
polyméres synthétiques selon I’invention et d’antibiotiques et/ou d’antiviraux pour augmenter

le spectre d’efficacité de ’ensemble du dilueur.

Au sein d’un dilueur les polymeéres synthétiques selon I’invention peuvent &tre utilisés en
combinaison avec d’autres substances antimicrobiennes comme les antibiotiques afin d’en
diminuer la concentration ou comme peptides afin de diminuer le colit de la préparation

antimicrobienne. Il est également possible d’obtenir des effets de synergie.
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Par polymére synthétique on entend dans la présente invention une grande molécule
constituée d'unités fondamentales appelées monoméres reliées par des liaisons covalentes. On
parle de polyméres synthétique par opposition aux polyméres naturels tels le caoutchouc
naturel, les polypeptides (protéines, laine, soie, etc.), et les polysaccharides (glucides,
cellulose, alginate, amidon, glucides sous forme d’osides, etc.). Les polyméres synthétiques
selon la présente invention excluent spécifiquement les polyméres naturels purs mais incluent
les polyméres naturels ayant subi des transformations chimiques (réaction de
fonctionnalisation, par exemple la désacétylation de la chitine pour obtenir du chitosane).
Sont spécifiquement exclus de cette définition de polyméres synthétiques les polypeptides et
les polysaccharides (polyoses ou osides), ainsi les monomeres ne peuvent en aucun cas étre
des acides aminés ou des oses sauf si ces derniers ont ét¢ polymérisé€s entre eux par [’action
directe ou indirecte de ’homme ou s’ils ont été copolymérisés avec des monomeres
synthétiques car dans ces deux cas, le spolyméres formés répondent a la présente définition d
epoyméres synthétiques selon I’invention. Ces polyméres synthétiques peuvent étre des
homopolym¢éres dans lesquels tous les monomeéres sont identiques ou des copolyméres dont
les unités sont constituées de monomeéres de deux ou plus sortes différentes, soit deux ou plus
monomeres chimiquement différents. Ces polyméres synthétiques peuvent étre linéaires,

ramifiés ou réticulés.

Ainsi dans un mode de réalisation particulier I’invention décrit un additif antimicrobien pour
la conservation de semences animales qui consiste en au moins un polymere synthétique
soluble dans la semence animale ou dans un milieu d’administration ou de conservation de la

semence animale, ledit polymére n’étant ni un polypeptide ni un polysaccharide.

Dans la présente invention on entend par « polyméres sur lesquels sont greffées des
substances antimicrobiennes » des polyméres synthétiques, a I’exclusion des polypeptides et
des polysaccharides, sur lesquels sont greffées des fonctions antibactériennes avec des
liaisons fortes ; en d’autres termes ce ne sont pas de simples mélanges entre un composé
antibactérien et un polymére (par exemple : iodophores) avec des liaisons faibles. Ces
« polyméres sur lesquels sont greffées des substances antimicrobiennes » subissent une

modification chimique qui intégre des fonctions antibactériennes dans leur structure.

Par polymeéres synthétiques anioniques on entend des polyméres qui portent des groupes
chargés négativement et par polyméres synthétiques cationiques on entend des polyméres qui
portent des groupes chargés positivement. Les polymeéres synthétiques sur lesquels sont

greffées des fonctions antimicrobiennes sont des polyméres dont la structure générale ne
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présente pas d’activité antimicrobienne mais sur lesquels sont greffés des groupes présentant
lesdites fonctions antimicrobiennes ; ces groupes peuvent étre greffées en bout de chaine, sur

la chaine principale ou sur des ramifications.

Par dilueur standard on entend dans la présente invention un dilueur qui permet de fournir
I’¢énergie nécessaire au bon fonctionnement et au maintien en vie des spermatozoides, qui
dispose d’un systéme tampon interdisant les fortes variations de pH et qui présente un

¢quilibre ionique adéquat.

Par fonction antimicrobienne ou effet antimicrobien on entend dans la présente invention la
capacité d’¢liminer ou tout du moins de réduire significativement la prolifération de microbes.
Les microbes concernés peuvent étre des bactéries, des virus, des levures, des mycétes ou des
parasites. Dans le cas de la semence les microbes sont plus particuliérement des virus et des
bactéries, qui sont en général contenus a I’¢tat naturel dans le liquide séminal. Sans I’étape
d’insémination artificielle, lesdits microbes seraient transmis par voie naturelle du male a la

femelle lors de la copulation.

Un additif selon la présente invention contient un polymeére synthétique présentant un effet

antimicrobien pouvant étre sélectionné parmi les sels d’ammonium quaternaire tels :

- les homopolymeéres et copolyméres a base de méthacrylate de 2-(diméthylamino)éthyle ou
DMAEMA (CAS 2867-47-2), par ex. le poly(méthacrylate de 2-(diméthylamino)éthyle)
(CAS 25154-86-3) comme homopolymére, le sel quaternaire de chlorure de méthyle de
poly(méthacrylate de 2-(diméthylamino)éthyle) aussi nommé poly[chlorure de 2-
(méthacryloyloxy)éthyle]triméthylammonium) ou PDMAEMAq (CAS 26161-33-1) comme
homopolymére du monomére quaternisé¢, le poly[(2-éthyldiméthylammonioéthyle
méthacrylate éthyle sulfate)-co-(1-vinylpyrrolidone)] (CAS 53633-54-8) comme copolymére

avec un monomere hydrosoluble ;

- les polyméres et copolyméres a base d’acrylate de 2-(diméthylamino)éthyle ou DMAEA,
par ex. le poly(acrylate de 2-(diméthylamino)éthyle) comme homopolymére et le
poly[chlorure de 2-(acryloyloxy)éthyle]triméthylammonium) comme homopolymére du

monomere quaternise ;

- les polym¢éres et copolymeres a base de chlorure de diallyldiméthylammonium ou DDA , par
ex. le poly(chlorure de diallyldimethylammonium) ou PDDA comme homopolymeére et le
chlorure de poly[acrylamide-co-(chlorure de diallyldiméthylammonium)] comme copolymeére

avec un monomere hydrosoluble (acylamide) ;
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- les polym¢éres et copolymeéres a base de bromure de 2-vinyl-1-méthylpyridinium ;

-les polyméres et copolymeres a base d’aziridine, par ex. la polyéthyléneimine ou la
poly¢thyléneimine quaternisée par ajout de bromooctane et méthylation par iodure de méthyle

(not¢ PEIq).

Un additif selon la présente invention contient un polymeére présentant un effet antimicrobien

pouvant étre sélectionné parmi les sels de phosphonium tels :
- le copolymére de chlorure de Tributyl(4-vinylbenzyl)phosphonium avec de ’acrylamide ;

-le copolymére de chlorure de M¢éthacryloyloxyéthyl trioctyl phosphonium avec de
I’acrylamide (not¢ PMAETP-AA).

Enfin un additif selon la présente invention contient un polymére présentant un effet
antimicrobien dont les fonctions antimicrobiennes sont conférées par des fonctions acides ou
aldéhydes portées par les chalnes polymériques, par ex. des polyméres ou copolymére greffés
par des dérivés de Dbenzaldéhyde comme 4-hydroxybenzaldéhyde ou le 2,4-
dihydroxybenzaldéhyde, des polyméres ou copolymére greffés par de 1’acide salicylique ou
des polymeéres ou copolymére greffés par de I’acide 4-aminobenzoique. Des polyméres tels
que ceux cités par Brodkorb et al. (Int. J. Mol. Sci. 2015, 16, 20050-20066) sont ¢galement
parfaitement adaptés a leur utilisation dans un additif selon la présente invention, a savoir des
polyméres et copolyméres possédant des groupes aminoalkyles, tels les

alkylaminométhylstyrénes (par exemple le poly(2-(isobutylamino)méthylstyréne).

Ainsi dans un mode de réalisation particulier le polymére est sélectionné parmi les sels
d’ammonium quaternaire, les sels de phosphonium et des chaines de polyméres solubles dans
la semence animale ou dans un milieu d’administration ou de conservation de ladite semence,
sur lesquelles sont greffées des fonctions antimicrobiennes de type acide, aldéhyde ou

aminoalkyle.

Dans un mode de réalisation ou un additif selon I’invention contient au moins un polymére
qui est sélectionné parmi les sels d’ammonium quaternaire, ledit polymeére est un
homopolymeére ou un copolymére a base de méthacrylate de 2-(diméthylamino)éthyle, a base
d’acrylate de 2-(diméthylamino)éthyle, & base de chlorure de diallyldiméthyl ammonium, a
base de bromure de 2-vinyl-1-méthylpyridinium ou & base d’aziridine. Plus particuliérement
le polymére est sélectionné parmi un sel quaternaire de poly(méthacrylate de 2-
(diméthylamino)éthyle) (CAS 25154-86-3), de chlorure de méthyle de poly(méthacrylate de

2-(diméthylamino)éthyle) aussi nomm¢é poly[chlorure de 2-
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(méthacryloyloxy)éthyle]triméthylammonium) ou PDMAEMAq (CAS 26161-33-1), le
poly[(2-éthyldiméthylammonioéthyle méthacrylate éthyle sulfate)-co-(1-vinylpyrrolidone)]
(CAS 53633-54-8), de poly(acrylate de 2-(diméthylamino)éthyle), de poly[chlorure de 2-
(acryloyloxy)éthyle]triméthylammonium), de poly(chlorure de diallyldimethylammonium) ou
PDDA, de chlorure de poly[acrylamide-co-(chlorure de diallyldiméthylammonium)], de
poly¢thyléneimine, ou de polyéthyléneimine quaternisée par ajout de bromooctane et

méthylation par iodure de méthyle (not¢ PEIq).

Dans un mode de réalisation ou un additif selon I’invention contient au moins un polymeére
qui est sélectionné parmi les sels de phosphonium, le polymére est un copolymére de chlorure
de tributyl(4-vinylbenzyl)phosphonium avec de I’acrylamide ou un copolymére de chlorure

de méthacryloyloxyéthyl trioctyl phosphonium avec de I’acrylamide.

Dans un mode de réalisation ou un additif selon I’invention contient une ou plusicurs chaines
de polyméres sur lesquelles sont greffées des fonctions antibactériennes, ledit polymére est
s¢lectionnées parmi des polyméres ou copolymeres greffés par des dérivés de
benzaldéhyde comme 4-hydroxybenzaldéhyde ou le 2,4-dihydroxybenzaldé¢hyde, par de

I’acide salicylique, par de 1’acide 4-aminobenzoique ou par un groupe aminoalkyle.

Les polymeéres selon la présente invention peuvent étre dissous dans le dilueur ou fixés sur
des substrats placés au contact de la semence ou du dilueur : sur des particules pleines ou
poreuses, sur des fibres, sur des films ou sur des mousses. Dans tous les cas 1’additif viendra

se mélanger a la semence ou au dilueur.

La présente invention décrit également une méthode de conservation d’un échantillon de

semence animale qui comporte les étapes suivantes :
- prélévement de I’échantillon de semence chez le male de I’espéce sélectionnée ; puis
- ajout d’un additif selon la présente invention audit ¢chantillon.

Cette méthode peut également étre utilisée avec un dilueur. Dans ce mode de réalisation
I’invention décrit une méthode de conservation d’un échantillon de semence animale qui

comporte les étapes suivantes :
- ajout d’un additif selon I’invention au dilueur standard,
- prélévement de 1’¢chantillon de semence chez le male de I’espéce sélectionnée, et

- mise en solution dans ledit dilueur.



10

15

20

25

WO 2019/073071 12 PCT/EP2018/077969

Dans un mode de réalisation particulier la méthode ci-dessus comporte en outre une étape de
préparation du dilueur, contenant ou non des antibiotiques, avant 1’ajout de 1’additif selon
I’invention. Dans ce mode de réalisation I’invention décrit une méthode de conservation d’un

¢chantillon de semence animale qui comporte les étapes suivantes :

- préparation d’un dilueur contenant ou non des antibiotiques et un additif selon

I’invention, puis
- prélévement de 1’¢chantillon de semence chez le male de I’espéce sélectionnée, et
- mise en solution dans ledit dilueur.

Enfin dans un autre mode de réalisation particulier une étape supplémentaire de réfrigération,
de congélation ou de cryogénisation est pratiquée sur I’échantillon de semence animale. Dans
ce mode de réalisation I’invention décrit une méthode de conservation d’un ¢chantillon de

semence animale qui comporte les étapes suivantes :
- ajout d’un additif selon I’invention au dilueur standard,
- prélévement de 1’¢chantillon de semence chez le male de I’espéce sélectionnée, et
- mise en solution dans ledit dilueur, puis
- réfrigération, congélation ou cryogénisation de 1’échantillon.

Une variante de cette derniére méthode est la préparation d’un dilueur contenant un ou
plusicurs antibiotiques dans lequel on ajoute un ou plusicurs polyméres selon 1’invention afin
d’¢largir le spectre d’action. Dans ce mode de réalisation I'invention décrit une méthode de

conservation d’un échantillon de semence animale qui comporte les étapes suivantes :

- préparation d’un dilueur contenant un ou des antibiotiques et un additif selon

I’invention, puis

- prélévement de 1’¢chantillon de semence chez le male de I’espéce sélectionnée, et
- mise en solution dans ledit dilueur, puis

- réfrigération, congélation ou cryogénisation de 1’échantillon.

Les exemples détaillés ci-aprés montrent 1’intérét particulier d’un additif selon I’invention
contenant au moins un polymére selon I’invention en substitution totale ou partielle des

antibiotiques pour la conservation des semences animales.
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Sont illustrés ci-dessous l’efficacité antimicrobienne des polyméres sur des microbes (ici
bactéries et levures) naturellement présents dans les sécrétions animales, la non spermidicité
de ces polyméres, ainsi que la préservation de la motilité des spermatozoides ; testé sur des

¢chantillons de semence de mammiféres (verrat et bovins).

Exemple 1 : propriétés antimicrobiennes

La présente étude vise & montrer les propriétés antimicrobiennes de 5 polyméres selon
I’invention. Les proprié¢tés antimicrobiennes sont évaluées sur différentes bactéries et levures,

classiquement présentes dans les semences de mammiferes :

e QGram - :
o Pseudomonas aeruginosa
o Escherechia coli
o Proteus vulgaris
o Citrobacter freundii

o Pantoea agglomerans
e QGram+:

o Micrococcus luteus

o Streptococcus viridans

o Staphylococcus aurcus
* Levure:

o Candida albicans

Les bactéries et levures ont ¢té mises en culture en suspension dans un liquide nutritif puis
chaque polymére dissout dans le mélange. La solution a été¢ agitée pendant 24h & une

température de 37°C.
Les 5 polymeres selon I’invention utilis€s ici sont les suivants :

PDMAEMA(q pour poly[chlorure de 2-(méthacryloyloxy)éthyle]triméthylammonium)

PEIq pour polyéthyléneimine quaternisée

PDDA pour poly(chlorure de diallyldiméthylammonium)

PMAETP-AA pour copolymére de chlorure de méthacryloyloxyéthyl trioctyl

phosphonium avec de ’acrylamide

poly(2-(isobutylamino)méthylstyrene.
Les tableaux ci-dessous présentent le pourcentage de microbes ou micro-organismes (ici des
bactéries et des levures) inactivés suite a I’ajout des polyméres. Le Tableau 1 montre 1’effet
des polyméres selon I'invention sur des bactéries gram négatif. Le Tableau 2 montre I’effet
des polyméres selon I’invention sur des bactéries gram positif. Le Tableau 3 montre ’effet

des polyméres selon I’invention sur une variété trés répandue de levure.
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PDMAEMA(q PEIq PDDA | PMAETP-AA | poly(2(isobutylamino)
50mg/L Smg/L 2mg/L 100mg/L méthylstyréne) Smg/L

Pseudomonas >99% >99% | >99% >99% >99%
aeruginosa
Ssﬁherechla ~999;, ~990;, >999/, >990, >99%
Proteus ~990;, >999 >990/, >099 >99%
vulgaris
Cltrobgpter =999 ~990;, >999/, >999/, >99%,
freundii
Pantoea ~999, >999, 999, >99%, >99%
agglomerans

L’effet antibactérien des 4 polymeres selon I’invention est de 99% sur 1’ensemble des

bactéries gram négatif testées.

Tableau 2: Propriétés antimicrobiennes sur bactéries de gram positif

PDDA

PDMAEMA(q PEIq PMAETP-AA | Dpoly(2(isobutylamino)
20mg/L 10mg/L 10mg/L 5mg/L méthylstyréne) 10mg/L
Micrococcus >99% >99% >99% >99% >99%
luteus
Streptococcus >99% >99% >99% >99% >99%
viridans
Staphylococc >99% >99% >99% >99%
us aureus

L’effet antibactérien des 4 polymeres selon I’invention est de 99% sur ’ensemble des

bactéries gram positif testées.

Tableau 3 : Propriétés antimicrobiennes sur une levure

PDMAEMAq PEIq PDDA | PMAETP-AA | poly(2(isobutylamino)
Img/L 3mg/L Smg/L 10mg/L méthylstyréne) 10mg/L
Candida >99% 99% | >99% >99% >99%

albicans
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L’effet antimicrobien sur les levures (ou effet antifongique ou antimycéte) des 5 polymeres

selon I'invention est de 99% sur I’espéce de levure Candida Albicans.

Ces résultats montrent bien un effet antimicrobien puissant de plusieurs polyméres selon

I’invention sur des bactéries communes et une espéce de levure commune.

Exemple 2 : réalisation d’un mélange de polymeéres selon I’invention
On réalise une solution aqueuse contenant :

o 5Smg/L. de PMAETP-AA
o 3mg/L de PEIq
o 2mg/L de PDDA

Les 3 polymeres selon I’invention utilis€s ici sont les suivants :

PDMAEMA(q pour poly[chlorure de 2-(méthacryloyloxy)éthyle]triméthylammonium)
PEIq pour polyéthyléneimine quaternisée
PDDA pour poly(chlorure de diallyldiméthylammonium)

On obtient un mélange permettant d’obtenir un large spectre d’efficacité, sur des bactéries a
gram positif, sur des bactéries gram négatif et sur des levures. Ce mélange constitue un additif
selon I’invention contenant plusieurs polymeres. Cet additif peut étre ajouté a un prélévement
de sperme pour une utilisation directe ou ajouté a un dilueur en vue de la conservation de

I’¢chantillon de sperme pour une utilisation ultérieure.

Exemple 3 : évaluation des propriétés antimicrobiennes d’un mélange de polymeres et de son

action sur la qualité de la semence

De la semence bovine (€chantillon T) provenant d’un méme é&jaculat a ¢té diluée de la facon

suivante:

* ¢chantillon A : dans un dilueur standard contenant un antibiotique a streptomycine
dos¢ & Img/ml

* ¢chantillon B : dans un dilueur de méme composition a I’exception de I’antibiotique,
remplacé par le mélange de polyméres issu de I’exemple 2, dosé¢ & 10mg/L

* ¢chantillon C : dans un dilueur de méme composition ne contenant aucun antibiotique
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Apres dilution, les quatre échantillons de semence ont été refroidies & une température de 5°C
puis conservées pendant 72h. La qualité de chacun des échantillons aprés 72h a été évaluée

suivant les paramétres suivants :

* Concentration en gamétes mesurée par spectrophotométrie
* Pourcentage de gamétes mobiles mesuré par microscopie optique

* Motilité¢ des gamétes mesurée par microscopie optique

Aprés 72h les échantillons ne présentent pas de différence de qualité, la concentration en
gametes, le pourcentage de gameétes mobiles ainsi que leur mobilité est identique dans tous les

¢chantillons.
L’utilisation du mélange de polymeéres n’altére donc pas la qualité de la semence.

Les ¢chantillons T avant dilution, A aprés 72h d’incubation, B aprés 72h d’incubation et C
aprés 72h d’incubation ont ét¢ mis en culture sur une boite de Pétri garnie d’un milieu nutritif

afin d’effectuer un comptage des colonies s’étant développées aprés 48h a 37°C.

. . oL A aprés 72h B aprés 72h C aprés 72h
Echantillon T avant dilution d’incubation d’incubation d’incubation
Nombre de 45 5 0 >300
colonies

L’¢échantillon T représente la concentration initiale en microbes de 1’¢jaculat, soit une mesure
réalisée avant 1’ajout d’un additif ou la mise en solution dans un diluant. Ces microbes sont

naturellement présents dans la semence bovine.

On observe que pour 1’¢chantillon C il y a un trés important développement de colonies

microbiennes en [’absence d’antibiotiques.

Par contre pour les échantillons A et B il n’y a pas (pour B) ou peu (pour A) de

développement de colonies microbiennes.

Ceci illustre clairement le fait que les polyméres selon I’invention peuvent présenter un effet
au moins ¢équivalent voire supérieur a celui des antibiotiques utilisés de fagon classique dans

les dilueurs pour la conservation du sperme animal.
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REVENDICATIONS

1. Additif antimicrobien pour la conservation de semences animales caractérisé en ce
qu’il consiste en au moins un polymeére synthétique a activité antimicrobienne soluble dans la
semence animale ou dans un milieu d’administration ou de conservation de la semence
animale, sélectionné parmi les polymeéres polycationiques, les polyméres polyanioniques ou

les polymeres sur lesquels sont greffées des substances antimicrobiennes.

2. Additif selon la revendication 1 caractéris¢é en ce que le au moins un polymére
synthétique est sélectionné parmi les sels d’ammonium quaternaire, les sels de phosphonium
et des chaines de polymeéres solubles dans la semence animale ou dans un milieu
d’administration ou de conservation de ladite semence, sur lesquelles sont greffées des

fonctions antimicrobiennes de type acide, aldéhyde ou aminoalkyle.

3. Additif selon la revendication 2 caractérisé en ce que le sel d’ammonium quaternaire
est un homopolymére ou un copolymere a base de méthacrylate de 2-(diméthylamino)éthyle,
a base d’acrylate de 2-(diméthylamino)éthyle, & base de chlorure de diallyldiméthyl

ammonium, a base de bromure de 2-vinyl-1-méthylpyridinium ou a base d’aziridine.

4. Additif selon la revendication 3 caractéris€ en ce qu’il est sélectionné parmi les
compos€s suivants : sel quaternaire de poly(méthacrylate de 2-(diméthylamino)éthyle),
chorure de méthyle de poly(méthacrylate de (2-(diméthylamino)éthyle), de poly[(2-
¢thyldiméthylammonioéthyle méthacrylate éthyle sulfate)-co-(1-vinylpyrrolidone)], de
poly(acrylate de 2-(diméthylamino)¢thyle), de poly[chlorure de 2-
(acryloyloxy)éthyle]triméthylammonium), de poly(chlorure de diallyldimethylammonium) ou
PDDA, de chlorure de poly[acrylamide-co-(chlorure de diallyldiméthylammonium)], de

poly¢thyléneimine, ou de polyéthyléneimine quaternisée.
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5. Additif selon la revendication 2 caractéris¢ en ce que le sel de phosphonium est un
copolymére de chlorure de tributyl(4-vinylbenzyl)phosphonium avec de 1’acrylamide ou un

copolymére de chlorure de méthacryloyloxyéthyl trioctyl phosphonium avec de 1’acrylamide.

6. Additif selon la revendication 2 caractérisé en ce que les chaines de polyméres sur
lesquelles sont greffées des fonctions antibactériennes sont sélectionnées parmi des polymeres
ou copolymeéres greffés par des dérivés de benzaldéhyde comme 4-hydroxybenzaldéhyde ou
le 2,4-dihydroxybenzald¢hyde, par de I’acide salicylique ou par de I’acide 4-aminobenzoique,

ou par un groupe aminoalkyle.

7. Additif selon 1’'une quelconque des revendications 1 a 6 caractérisé en ce qu’il est

associé a un dilueur standard.

8. M¢thode de conservation d’un échantillon de semence animale caractérisée en ce
qu’elle comporte les étapes suivantes : prélévement de 1’échantillon de semence chez le male

de I’espéce sélectionnée, et ajout d’un additif selon 'une quelconque des revendications 1 a 7.

9. Mc¢thode de conservation selon la revendication 7, caractérisée en ce que I’additif
selon I'une quelconque des revendications 1 & 6 est ajouté a un dilueur standard et que

I’¢chantillon y est mis en solution.

10.  Mc¢éthode de conservation selon I'une des revendications 7 ou 8, caractérisée en ce que
I’échantillon est ensuite soumis a une étape de réfrigération, de congélation ou de

cryogénisation.
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