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TREATMENT OF MALE INFERTILI- 
TY USING OOCYTE MICROMANIPU- 
LATION TECHNIQUES : A 
LITTERATURE REVIEW. During the 
last few years assisted reproductive techno- 
logy has seen the introduction of oocyte 
micromanipulation and sperm microinjec- 
tion as therapeutic approaches for severe 
male factor infertility. However, a review of 
the international literature has revealed that 
less than 100 pregnancies have been obtai- 
ned using such techniques. Fertilization 
rates are extremely variable and influenced 
by the strictness of the various authors' cri- 
teria for selecting cases. It is concluded that 
partial zona dissection and zona drilling are 
less useful than subzonal insemination and 
intracytoplasmic insemination. Key words : 
Male infertility, Micromanipulation, 
Microinjection, PZD, SUZI, ICSI, IVF. 
Andrologie, 1992, 2 : 61-67. 

Lorsqu'une infertilit6 conjugale trouve son 
6tiologie dans un probl6me d'alt6ration plus ou 
moins dramatique du spermogramme, les thdra- 
peutiques, qu'elles soient m6dicales ou chirurgi- 
cales, sont souvent inefficaces. Des palliatifs sont 
alors propos6s aux patients d6sireux de procr6er: 
le recours 5. un donneur de sperme, l'insdmina- 
tion artificielle avec ou sans pr6paration du sper- 
me ou, plus r6cemment, la f6condation in vitro 
(FIV). La r6duction du nombre de spermato- 
zo'fdes n6cessaires 5. la fdcondation des ovocytes 
in vitro laissait augurer d'une solution 5. la majo- 
rit6 des infertilit6s masculines. Ce prdsage ne 
s'est malheureusement pas confirm6 et nombre 
de spermes, g6n6ralement de qualitd m6diocre, 
restent inf6conds en FIV. Un nouvel espoir est 
apparu, au cours de ces dernibres ann6es, suite 5. 
l'introduction des techniques de micromanipula- 
tion ovocytaires. Celles-ci facilitent le contact 
entre les gametes en r6duisant le nombre dYtapes 
pr6alables 5. la pdndtration du spermatozNde dans 
le cytoplasme ovocytaire. 

Le but de cette revue est de d6crire les tech- 
niques de micromanipulations disponibles et de 
r6pertorier, parmi les donn6es de la littdrature 

internationale, les taux de succ~s obtenus. Les 
rrsultats colligrs dans cette monographie ont 6t6 
obtenus dans l'espbce humaine. Les exprrimenta- 
tions animales ont 6t6 volontairement 61uddes 
bien qu'elles aient constitu6 le prralable indis- 
pensable aux travaux actuels. Les rrsultats prr- 
sentrs ne concernent que des srries publires, 
toutes communications personnelles ou prrsenta- 
tions lors de symposium ont 6t6 volontairement 
omises. 

Ace jour, il reste cependant 5. drterminer si 
ces mrthodologies constitueront la panacre pour 
l'ensemble des problbmes de strfilit6 masculine 
qualifire d'incurable. 

METHODOLOGIES 
Principes 

Les indications masculines de la ffcondation 
in vitro ne constituent qu'une parmi les multiples 
applications des techniques de micromanipula- 
tions dans le domaine de la reproduction. En 
effet, ces technologies peuvent 6tre utilisre 5. 
d'autres fins qui ne seront pas ou peu abordres 
dans ce travail, telles la fracture de la zone pellu- 
cide pour favoriser l'rclosion de l'embryon et 
l'implantation, l'exdr~se de pronoyaux excrden- 
taires, la biopsie embryonnaire pour 6valuation 
diagnostique, ou l'injection de matrriel grnr- 
tique. 

Trois mEthodes ont 6t6 drcrites pour faciliter 
la frcondation des ovocytes par des spermato- 
zo'fdes drficients : 

1) la microperforation de la membrane pellucide 
La mrthode consiste ~ perforer, en un ou plu- 

sieurs sites, la membrane pellucide darts le but de 
faciliter l'entrre des spermatozoYdes dans l'espa- 
ce prrivitellin. Plusieurs techniques ont 6t6 
dfcrites : les unes utilisent des agents chimiques, 
enzymatiques, ou un faisceau laser (zona drilling) 
les autres rrsultent d'une action mrcanique (zona 
cutting, zona cracking ou Partial Zona Dissection 
(PZD). 

2) la micro-insSmination clans I'espace pdrivitellin 
Un ou quelques spermatozo'/de(s) sont injec- 

tds 5.1' aide d'une micropipette entre la membrane 
cytoplasmique et la zone pellucide (MIST: 
Micro-Insemination Sperm Transfert; SUZI: Sub 
Zonal Insemination). 

3) la micro-injection intracytoplasmique 
Un spermatozoide est inject6 dans le cyto- 

plasme de l'ovocyte; il ne reste plus ~. son noyau 
qu'~ se drcondenser (MIMIC: Micro- 
Insemination MicroInjection into Cytoplasm; 
ICSI: IntraCytoplasmic Sperm Injection) 

Materiel n~cessaire 
Les ovocytes soumis 5. une micromanipula- 

tion sont observ6s 5. l'aide d'un microscope 
invers6 ~quip6 d'optique de type Nomarski. 
Id6alement, le microscope sera plac6 dans une 
enceinte gaz~e ~ temprrature constante. Les ovo- 
cytes sont manipulrs 5. l'aide de 2 micromanipu- 
lateurs hydrauliques ou pneumatiques sur 
lesquels sont adaptrs les diffrrents microinstru- 
ments. Ces derniers sont prrparrs 5. partir de 
tubes capillaires en verre. La fabrication de 
micropipettes mousses, courbres ou biseautres, 
de micro-aiguilles et de microscalpels nrcessite 
l'acquisition d'une 6tireuse, d'une microforge et 
d'une micro affuteuse. Le soin apport6 ~ la fabri- 
cation de ces instruments est le garant du succrs 
des 6tapes ultrrieures du processus. Un laser 
pourrait 6tre 6galement requis si cette mrthode se 
rrv~le dans l'avenir performante. 

Modalit~s techniques 
Les principes de la FIV, les thrrapeutiques 

de stimulation de la croissance des follicules ova- 
riens, la surveillance du traitement, les tech- 
niques de ponction ainsi que les modalitrs de 
culture ne seront 6videmment pas rappelds dans 
ce travail. 

1. Isolement de l'ovocyte 
Cette oprration, prralable 5. la micromanipu- 

lation de l'ovocyte, est rralisre, selon les auteurs, 
entre 2 et 8 heures aprbs la ponction (35). Seuls 
les ovocytes ayant atteint le stade mdtaphase II 
feront l'objet d'une micromanipulation. Le 
cumulus oophoms et la corona radiata sont 61imi- 
nrs par traitement du complexe 5. l'hyaluronidase 
(type VIII, 1 5. 2 mg/ml) dilure dans un milieu de 
culture exempt de sdrum. Ce traitement, d'une 
durre de 2 ~. 6 minutes, est suivi d'un pipettage 
itrratif au moyen d'une minipipette (diambtre 
100 5. 120 tam), qui permet d'61iminer les cellules 
restantes. Apr~s plusieurs lavages, les ovocytes, 
entourrs de leur zone pellucide, sont 5. nouveau 
incubds dans leur milieu de culture classique 
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jusqu'au moment de la micromanipulation. 

2. Microperforation de la membrane pellucide 
a) Techniques chimiques ou enzymatiques (Zona 

Drilling) : 
A l'aide d'une micropipette, quelques nano- 

litres d'une solution de tyrode acide (pH 2.3 - 
2.5) sont ddposGs au contact de la zone pellucide 
(20,37). Les glycoprotGines sont digGrGes par ce 
traitement, entra~nant l'apparition d'orifices par 
lesquels les spermatozofdes peuvent pGndtrer. 

Une digestion enzymatique de la membrane 
h la chymotrypsine (20,22), h la cytochalasine D 
(42) ou h d'autres enzymes a 6t6 6galement pro- 
posGe. Ces enzymes fragilisent la zone pellucide 
qui peut ~tre secondairement perforde mGcani- 
quement. 

b) Techniques mEcaniques (Partial Zona 
Dissection, PZD) : 

La dissection partielle de la zone pellucide a 
6t6, pour la premibre fois, appliquGe ~t l'esp~ce 
humaine par Cohen et son groupe en 1988 (10). 
La plupart des 6quipes utilisant cette technique 
incubent l'ovocyte dans un milieu hyperosmo- 
tique contenant du sucrose (0.1 - 0.2M) afin 
d'entra~ner une rGduction du volume ovocytaire 
et augmenter ainsi l'espace pErivitellin (11). Le 
risque de perforation de la membrane cytoplas- 
mique lors de la micromanipulation est donc 
rdduit. Cependant, les 6quipes bien entrainGes ont 
tendance actuellement h omettre cette 6tape qui 
ne serait pas dGpourvue de toxicit6 pour l'ovocy- 
te. Plac6 dans une goutte de 100 ~tl de solution 
phosphate tamponnGe couverte d'huile de paraffi- 
ne, l'ovocyte est fix6 par succion h l'extrGmit6 
d'une micropipette dite de maintien (diam~tre 
interne 20 ~ 30 ~tm). A l'aide d'une micro- 
aiguille, la membrane pellucide est perforGe h 1 
et 11 heures par simple force mGcanique. 
D'autres auteurs pratiquent une dGchirure partiel- 
le de la membrane. L'ovocyte est alors remis 
dans son milieu de culture classique. Un retrait 
progressif du sucrose entrainerait une augmenta- 
tion du taux de succbs (24). La durGe de la mani- 
pulation devrait ~tre rEduite au minimum et ne 
pas dGpasser quelques minutes. Les variations 
thermiques et de pH paraissent 6galement extrE- 
mement dG16tbres ~t la survie des ovocytes. 

c) Techniques au laser : 
L'utilisation du laser pour pratiquer des per- 

forations dans la zone pellucide semble promet- 
teuse. Des rGsultats prGliminaires chez la souris 
(47) ont 6t6 publiGs ainsi qu'une revue de la littG- 
rature (60). Utilisant un erbium YAG laser (lon- 
gueur d'onde 2900 nm, diam~tre 20~m), les 
premiers succes ont 6t6 obtenus dans l'espGce 
humaine (16). 

3. Micro-insimination pirivitelline (SubZonal 
Insemination, SUZI) 

Comme ddcrit dans la technique prGcGdente, 
l'ovocyte, prdtrait6 ou non au sucrose, est fix6 ?a 
l'aide d'une micropipette dont l'extrGmit6 a 6t6 
6moussGe. Avec l'autre micromanipulateur, une 
micropipette (diam~tre interne 5 h 10 IJm), dont 
l'extrGmit6 a 6t6 biseautGe (25 ~ h 35 ~ et prdala- 
blement chargGe avec 1 h 7 spermatozo'fdes, est 
introduite dans l'esPace pdrivitellin. Le ou les 
spermatozoi'des sont alors injectGs, ou mieux, on 
les laisse migrer, dans cet espace. 

L'aiguille est ensuite retirde et l'ovocyte 
transfGr6 dans l'incubateur. Cette manipulation 
ne doit h nouveau prendre que quelques minutes. 
Cette technique a 6t6 appliquGe dans l'espbce 
humaine pour la premiGre fois en 1987 par Laws- 
King et al. (34) sans toutefois qu'ils procGdent au 
transfert des embryons. 

4. Micro-insdmination intravitelline 
(lntracytoplasmic Sperm Injection, ICSI) 

Cette technique, qui consiste h injecter, h 
l'aide d'une micropipette, une tate de spermato- 
zoi'de dans l'ooplasme, n'est encore qu'h ses pre- 
miers balbutiements dans l'esp~ce humaine 
(43,63). Les premiGres grossesses apr~s ICSI ont 
6t6 obtenues par Palermo et al., 1992(49). 

5. Prdparation des spermatozo'ides 
DiffGrentes techniques de prGparation du 

sperme sont utilisdes. Elles dGpendent de la qua- 
lit6 de l'Gjaculat. Aprbs lavage et centrifugation, 
les spermatozoa'des mobiles sont rGcoltGs par 
migration passive, par sGdimentation passive ou 
aprbs passage sur filtre, gGnGralement un gradient 
de Percoll. Les techniques de filtration des sper- 
matozoi'des ont actuellement tendance h se gGnG- 
raliser. 

I1 semble qu'il soit souhaitable d'augmenter 
la durGe d'incubation (pouvant aller jusqu'h 8 
heures) avant de pratiquer l'insGmination. 
Certaines 6quipes collectent m~me le sperme la 
veille de la ponction (48). En effet, la capacita- 
tion et surtout la rGaction acrosomiale nGcessitent 
plusieurs heures, et une partie seulement des 
spermatozoides accomplira cette rGaction. Les 
quelques spermatozo]'des injectds sous la zone 
pellucide, ou le spermatozoide introduit dans 
l'ovocyte, seront nGanmoins choisis arbitraire- 
ment car la sGlection ne pourra s'opGrer que sur 
des critbres visibles en microscopie optique, tels 
que la mobilit6 et la morphologie. C'est pour 
cette raison que diffGrentes techniques d'amGlio- 
ration et de synchronisation de la rGaction acroso- 
miale ont 6t6 suggGrGes (18,34), telles l'addition 
de mGdiateurs chimiquement dGfinis (pentoxy- 
filline, dGoxyadGnosine...) ou l'incubation darts 

des fluides biologiques (fluide folliculaire, liqui- 
de pGritonGal, liquide amniotique...)(19,34). La 
rGaction acrosomiale est 6galement accG16rGe par 
la prGsence de la zone pellucide et des cellules du 
cumulus oophorus. L'incubation des spermato- 
zoides en prGsence d'extraits soluble, de la zone 
pellucide, ou dans un milieu de culture condition- 
nGs de cellules du cumulus, conduit ~ une aug- 
mentation significative de la rGaction 
acrosomique (13,57,59). L'action d'un champ 
61ectrique sur les spermatozoides (61ectropora- 
tion) a 6galement 6t6 testGe avec suc@s (48). 

RESULTATS 

Lorsque nous clGturons cette 6tude bibliogra- 
phique, c'est-h-dire en juillet 1992, moins d'une 
cinquantaine de publications concernant les 
micromanipulations dans l'esp~ce humaine ont 
6t6 recensGes dans la littGrature franqaise et 
anglaise. Ces travaux 6manent pour la majorit6 
d'un nombre rGduit d'Gquipes. L'analyse des 
rGsultats est parfois difficile car certaines don- 
nEes manquent, comme le pouvoir fGcondant des 
spermatozoides lors des tentatives antGrieures, 
l'origine des embryons transfGrGs, les taux 
d'implantation, les caractEristiques du sperme, 
etc. De plus, certaines 6quipes publient ~ plu- 
sieurs reprises les m~me rGsultats ou annexent 
des rGsultats qui ont fait l'objet de publications 
antGrieures. L'ensemble des rGsultats publiGs est 
rassembl6 dans les tableaux 1 ~t 3. 

Zona drilling 
Aucune des 6quipes ayant utilis6 les tech- 

niques chimiques ou enzymatiques de perforation 
de la zone pellucide n'a obtenu de grossesse. Les 
taux de fGcondation monospermique variaient 
entre 15 et 50 % (15, 22). Alors qu'elle avait per- 
mis d'obtenir d'excellents rdsultats chez la sou- 
ris, l'utilisation du zona drilling dans l'esp~ce 
humaine s'est rapidement rdvG16e inapplicable 
suite h la toxicit6 des substances utilisdes sur 
l'ovocyte humain (37), et ce malgr6 l'optimisme 
d'Edirisinghe et al., 1991 (15). Gordon et al., 
1988 (22) obtinrent 33% de ldsions ovocytaires, 
32% de fGcondation dont 50% de polyspermie. 
Ces rdsultats dGsastreux ont 6t6 confirmds ultG- 
rieurement par le marne groupe (20) qui avait 
alors compar6 le zona drilling au Tyrode acide ou 

la chymotrypsine, et le PZD (tableau 1). Par 
contre, la technique a 6t6 utilisde avec succbs 

Tableau 1 
ZONA DRILLING vs PZD (d'apr~s Garrisi et Coll. 20) 

FECONDATION (%) 

Cycles FIV Micro- Poly- Clivage 
classique manipulation spermie 

Tyrode Acide 10 11,5 17,5 42,8 100 
Chymotrypsine 9 6,5 25 42,8 58,3 
PZD 16 100 21,7 16,1 61 
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Tableau 2 : R~sultats obtenus en PZD 

Nb de Nbre Nbre embr. Nb embr. Qualitd Gross. Gross. Gross. O,~ol. FrEq. Taux 
Autcur, REI. cycles de par ow) par ovo Sperme Transf. Transl Transf. 

traitEs pat. microm, non microm. XI0.6 microm, mixte microm, polyspermie d'implant. 

Malte] et Cohen 1989 37 I 1 11 27/35 16/32 OAS 3/7 3/7 4/27 4/13 
Cohen et al, 1989 iI 18 18 42/55 28/55 OAS I/5 4/9 I/5 11/42 ? 
Garrisi et al. 1990 20 16 15 31/143 4/102 0/9 5/31 0/7 
Jean el al. 1990 26 5 58 0/25 1/30 15-40 0/0 ? 0/7 
Chang el al. 1991 5 I 1 2/2 2/3 1/I 1/1 0/2 I/2 
Cohen el aL 1991 12 61 61 82/293 31/128 OAS 3/21 2/6 ? '? ? 
Cohen et al. 1991 7 57 57 97/267 68/196 ()AS 4/21 8/17 ? 23/97 16/95 
Hill ct a[, 1991 24 16 14 22/88 16/65 1/200 0/5 I/3 5/22 0/? 
Payne et aL 1991 5(I 22 23 47/147 25/75 OAS 0/15 2/47 0/? 
Simon et al. 1991 58 22 22 39/151 3/55 3-110 0/9 5/39 0/? 
Tuckeret ah 1991 61 71) 67 73/281 33/254 0.6 7.5 6/17 10/13 2/17 31/73 6/27 
Barlow et al 1992 2 28 ? 37/171 3/105 3/13 2/3 7/37 '? 
Jean el al. 1992 25 20 20 15/86 3/100 5-N I/3 0/3 10/15 ? 
Van der Zwalmen et al. 1992 62 43 34 51/254 6/111 12-N 3/20 0/3 2/20 10/51 3/39 

pour faciliter l'dclosion des embryons et leur 
implantation secondaire (8). Cette technique 
parait efficace surtout lorsque la zone pellucide 
est dpaisse (plus de 15 gin), et chez les patientes 
agEes de plus de 38 ans. Le zona drilling serait 
prEfErable h la dissection mEcanique introduite 
antErieurement par le mEme groupe (9). I1 sem- 
blerait donc que la solution acide soit moins 
nocive pour les embryons qu'elle ne l'dtait pour 
les ovocytes avant fdcondation. 

Partial zona dissection 
Le tableau 2 rassemble l'ensemble des rdsul- 

tats publiEs aprbs PZD. L'importance des varia- 
tions observEes peut s'expliquer par des choix de 
populations diffdrentes. Ainsi, dans l'Etude de 
Tucker et al., 1991 (61), portant sur 67 couples, 
14 seulement avaient prdsentE un Echec de fdcon- 
dation lors d'une tentative antdrieure. Sur les 70 
cycles Etudids, 16 ont montrE un taux de fdconda- 
tion identique en FIV conventionnelle et en PZD, 
35 n'ont fdcondE qu'en PZD et les 19 tentatives 
restantes se sont solddes par un Echec complet de 
fdcondation dans les deux techniques. Dans une 
autre publication,(7), la marne dquipe montre que 
les rdsultats obtenus en PZD et en FIV classique 
sont identiques (34 et 36%). Si par contre, seuls 
les couples ayant prEsentd un dchec de FIV dans 
leurs antEcEdents sont sElectionnds, les taux de 
fEcondation sont respectivement de 14 et 32 % et 
la difference devient significative. Lorsqu'une 
selection plus sdvbre des cas est opErEe,on 
constate que la PZD permet une amelioration des 
taux de fdcondation (20% versus 5,4% ) (62). 

L'Etude approfondie du tableau 2 montre 
qu'h l'exception des cas isolds, les publications 
de series plus ou moins larges dmanent de 6 

Equipes diffErentes (rEfErences les plus rEcentes: 
24, 25, 50, 58, 61 et 62). Elles portent sur un total 
de 193 cycles et 1007 ovocytes soumis h la PZD. 
Les taux de fEcondation globaux sont respective- 
ment de 24,5 et de 13,0 % selon le type d'insEmi- 
nation: PZD ou FIV classique. La frEquence de la 
polyspermie est de 25,5 %. Un transfert 
d'embryons resultant de la micromanipulation a 
pu 6tre rdalisE chez 69 patientes (35,8 %). Dix 
grossesses ont 6tE diagnostiquEes dont 4 ont Evo- 
luE, soit 2,1% de grossesse Evolutive par cycle 
pris en charge. Par contre les transferts mixtes, 
c'est ~t dire un melange d'embryons resultant des 
PZD et de l'insEmination classique, ont permis, 
l'obtention de 11 grossesses sur 19 transferts 
(58 %). 

Snbzonal insemination 
Les rEsultats publiEs aprbs micro-injection 

dans la zone pEfivitelline sont rassemblEs dans le 
tableau 3. Dans l'6tude de Fishel et al., 1992 (19) 
qui collige d'ailleurs les rEsultats de leurs travaux 
antErieurs (17, 18), 36% des patientes ont eu au 
moins 1 ovocyte fEcond6. Sur 114 patientes, les 
taux de fEcondation en FIV classique et aprbs 
SUZI 6talent respectivement de 6 et 39% (p 
significatif). Ces rEsultats sont surprenants et en 
contradiction avec ceux publiEs par les mEmes 
auteurs (17), ofJ ils observaient des taux de fEcon- 
dation respectivement de 7,6 et 14,5 % (p signifi- 
catif). Lorsque les SUZI sont pratiquEes chez des 
patientes ayant eu au moins 2 6checs de fEconda- 
tion, et que la moiti6 des ovocytes est insEminEe 
classiquement, et l'autre moitiE est micromanipu- 
lee, il n'y a aucune fEcondation dans le groupe 
tEmoin alors que 19.6% des ovocytes sont fEcon- 
des aprbs microinjection (65). Actuellement ils 

Tableau 3 : R~sultats obtenus en SUZI 

Nbde Nbre Nbreembr. Nbernbr. Qualit6 Gross. Gross. Gross. tiroL FrEq.  NBSPZ Taux 
Auteurs R~h cycles de par ovo par ovo Spera/c Transf. Transf. Transf. 

trait~s pat, microm, nonrnicrom. XIO.6 microrn, mixle microm, polyspermie injectEs d'implanL 

Bongso et al. 1989 4 I I 3/3 87 (0%) 0/I 0/3 1 ou + 0/3 
Fishel et aL 1990 18 85 85 551369 6/I 12 1.5 - 30 3/31 ? 3/31 2/55 3.4#2. I 4/47 
Olar el al. 1990 46 I I 3/6 0/6 P. Epidi. 0/1 0/3 I 0/3 
Woll el Jouannet 1991 65 17 I1 28/91 0/73 OAS et N 2/9 ? 10/28 '? ? 
Cohen et al. 1991 12 ]9 19 28/87 OATS 0/10 14/28 1-12 0/? 
Cohen et al  1991 7 47 47 65/254 22/71 OAS 5/? ? 13/65 ? 
Fishcl el al. 1991 17 130 130 69/539 19/250 OATS 6/39 I/? 4/39 ? 3.7+/-2.1 9/61 
Ng et al. 1991 43 131 131 143/771 15/95 0.1-86 5/58 1/58 15/143 +/-7 ? 

35 35 35/188 OAS et N 0/2 7/35 +/-7 ? 
Wittemerel a l  1991 64 1 ~ 1/10 52xl0.6 1/I I/I 0/1 =>10 Ill 
Fishel et al. 1992 19 225 225 150/1003 22/364 OAS etN 12/82 ? ? 7/150 4.9+/-0.1 ? 
Sakkas et aL 1992 52 151) 139 134/942 OAS 6/58 2/58 19/134 1 4 ? 
Palermo et al. 1992 48 44 43 134/464 0,9 158 7/34 4/7 13/134 =>3 ? 

*MicroinsErnination h J+l pour 6chec de t?condation 

ont obtenu 5 grossesses sur 24 transferts. 

Quelques auteurs ont rapportE des succ~s iso- 
1ds. Ainsi, des fEcondations ont-elles EtE obtenues 
en SUZI aprEs injection de spermatozo'fdes 
immobiles (4), ou de spermatozo~des Epididy- 
maires (46). 

Lorsqu'on compare l'efficacit6 de la PZD et 
de la SUZI chez 19 patients lors d'une mEme ten- 
tative de FIV, des taux de fEcondation similaires 
(26 et 32%) ainsi qu'une frEquence de polysper- 
mie identique (42 et 50%) sont dEcrits (12). La 
m~me annde, la m~me 6quipe publiait une Etude 
portant sur 47 couples rEalisant une tentative de 
FIV pour indication masculine; les taux de fEcon- 
dation Etaient respectivement de 31% (22/71), 
21% (31/148) etde 26% (65/254) en FIV 
classique, en PZD et en SUZI (7). 

Si le taux de fEcondation s'amEliore 
lorsqu'on augmente le nombre de spermato- 
zoi'des injectEs, on observe en corollaire une fiE- 
quence de polyspermie accrue (32), pouvant 
atteindre 100% des ovocytes lorsque >_ 8 sperma- 
tozo'fdes sont dEposEs dans l'espace pdrivitellin 
(42). 

Un examen attentif du tableau 3 rEvEle que 6 
6quipes seulement ont publi6 des rEsultats sur des 
series de patients traitEs par la SUZI (rEfErences: 
7, 19, 43, 48, 52 et 65). Sur 614 cycles pris en 
charge, 3525 ovocytes ont 6t6 microinjectEs 
alors que 603 ont 6tE insEminEs classiquement. 
Les taux de fEcondation sont respectivement dans 
les deux groupes de 18,5 et 9,8 %. Les fEconda- 
tions polyspermiques sont de 11,8 % aprbs SUZI. 
Sur 241 transferts (39,3 %), 32 patientes ont eu 
un test de grossesse positif (13,2 %). La publica- 
tion de Cohen et al, 1991 (7) ne permet pas de 
determiner l'origine des embryons dans les 5 
grossesses obtenues. Le nombre de grossesses 
dvolutives n'a pas EtE prEcisE par la plupart des 
auteurs. 

Intracytoplasmic injection 
Seuls des rEsultats prdliminaires ont Et6 

publiEs ~ ce jour. Lanzendorf et al., 1988 (31) ont 
insEmin6 20 ovocytes matures in' vitro et ont 
obtenu 6 embryons ~t 2 PN qui ne furent pas 
transfErEs. Veeck et al., 1989 (63) ont inject6 un 
spermatozoide dans le cytoplasme de 85 ovo- 
cytes; 24 % se fEcond~rent normalement (2PN), 
13 % se divis~rent, il fut procEd6 5. 7 transferts 
sans obtenir de grossesse. Ng et al., 1991 (43) ont 
inject6 38 ovocytes obtenus chez 3 patientes dif- 
fErentes; 12 ovocytes ne survEcurent pas h la 
manipulation, 4 Etaient au stade 2 PN et ont EtE 
transfErEs chez 2 patientes diffErentes sans qu'il 
en rEsulte de grossesse. Et enfin, Palermo et al., 
1992 rapportent 4 grossesses sur 60 patientes 
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traitres (6,7 %); 133 ovocytes avaient 6t6 frcon- 
drs sur 234 micromanipulrs (57%); 17 
patientes avaient brnrfici6 d'un transfert (28%). 

DISCUSSION 
En prrambule,signalons l'existence d'une 

excellente revue de la littrrature sur l'ensemble 
des applications des micromanipulations ~ l'espi- 
ce humaine, publire en 1990 (45). 

La rrussite d'une frcondation tant in vivo 
qu'in vitro est conditionnre par la maturit6 et la 
qualit6 de l'ovocyte d'une part et, l'intrgrit6 des 
proprirtrs fonctionnelles et cinrtiques des sper- 
matozoides d'autre part. Ainsi, lorsque les sper- 
matozoides arrivent au contact du complexe 
cumulus-ovocyte, il leur reste de nombreuses 
6tapes ~t franchir: traversre du cumulus et de la 
corona radiata, fixation h la zone pellucide, per- 
foration de cette derni~re, prnrtration de la mem- 
brane cytoplasmique, blocage de la polyspermie, 
drcondensation nuclraire et formation du pro- 
noyau masculin, et enfin fusion de ce dernier 
avec le pronoyau frminin. Pour que les spermato- 
zoides soient capables d'effectuer ces diffrrentes 
6tapes prralables et contemporaines, h la frcon- 
dation, ils doivent subir une capacitation et la 
rraction acrosomiale doit s'accomplir (53, 54). 
Dans une population de spermes fertiles 6 h 10% 
des spermatozoides ont fait leur rraction apr~s 
3h. de culture (35, 41). In vitro, ce pourcentage 
peut 6tre augment6 et synchronis6 par l'addition 
de diffrrents mrdiateurs au milieu de culture et 
par l'allongement de la prriode d'incubation. 
(voir paragraphe prrparation des spermatozoides). 

Tant in vivo qu'in vitro, les patients, dont le 
spermogramme est altrr6 prrsentent rrgulirre- 
ment une infertilit6 due hun pouvoir fdcondant 
rrduit ou m6me nul. Une relation directe avec la 
gravit6 des altrrations a 6t6 observre, le facteur le 
plus discriminant serait pour Acosta et al. (1) la 
tdratospermie. Selon d'autres auteurs, les para- 
mitres numdration et mobilit6 ne seraient pas 
corrrlds avec le pouvoir frcondant aprrs PZD, 
mais aucun embryon ne s'implanterait lorsque les 
ovocytes sont frcondrs par un sperme contenant 
moins de 5% de spermatozoides h forme normale 
(30). 

La prrsence d'une oligospermie importante 
s'associe h une absence de frcondation, m~me 
apris micromanipulation ovocytaire (PZD) (61) 
et, s'il y a frcondation, l'implantation embryon- 
naire est perturbre (12). D'autres auteurs ont 
observ6 une corrrlation entre le taux de frconda- 
tion en SUZ! et le nombre de spermatozo'/des 
dans l'rjaculat, confirmant ainsi que les tech- 
niques de microinjection n'apporteront pas la 
solution ~t tousles probllmes d'oligoasthrnosper- 
mie (43)~ 

En SUZI, le taux de frcondation est signifi- 
cativement plus faible (8%) lorsque le nombre de 
spermatozoides mobiles par 6jaculat est infrrieur 

1 million (rtude sur 79 cas), et compare au reste 
de la population (n=131) off il y avait plus de 1 
million de spermatozoides mobiles par 6jaculat 
(24% de frcondation). Les mames variations sont 
d'ailleurs observdes en FIV classique; celle ci 
6tant rdalisre sur une autre fraction des ovocytes: 
moins de 1 million de spermatozoides, 0% de 
fdcondation; plus de 1 million, 6,6 %)(19).Un 
retard de frcondation et/ou un ddveloppement 
embryonnaire anormal sont ddcrits chez les 
patients dont le sperme est pathologique (51). 
Les pathologies nuclraires seraient en ce sens 
plus graves que les anomalies de l'acrosome 
(58). Des 6tudes animales montrent cependant 
une absence de relation entre les caractdristiques 
physiques des spermatozoides et leur matrriel 
grndtique (40). I1 apparait donc qu'une rrduction 
du taux d'implantation et une augmentation de la 
frrquence des fausses couches s'observent en cas 
d'oligotrratosperrnie (1, 7, 12). Cette assertion ne 
se vrrifierait pas lorsque les embryons rdsulte- 
raient d'une SUZI (7). 

I1 ressort donc de cette analyse que les para- 
mires classiques du sperme, numeration, mobili- 
t6 et morphologie, s'il n'ont pas une valeur 
discriminante parfaite, permettent nranmoins de 
prddire les chances de succis tant d'une FIV 
classique qu'aprls micromanipulation. Et force 
est de constater que les techniques d'injection 
sous pellucidaire ne constituent pas la panacre, 
mais permettent seulement de reculer les limites 
d'acceptation d'un patient. Les rdsultats dispo- 
nibles en injection intracytoplasmique sont enco- 
re trop fragmentaires pour prdjuger de leur valeur 
et pour affirmer que cette technique rdsoudra tous 
les problimes masculins hormis bien stir les apla- 
sies germinales complltes. 

Deux problimes majeurs sont apparus rapi- 
dement au cours de l'analyse des rrsultats: cer- 
tains auteurs ont publi6 h plusieurs reprises les 
m~mes srries, et d'autre part, il est souvent diffi- 
cile de conna~tre avec prrcision les critires 
d'inclusion utilisrs. 

L'rtude - non exhaustive - de la littrrature 
que nous avons rralisre permet d'estimer que le 
nombre de grossesses en PZD est compris entre 
10 et 15 dont 5 h 8 seraient 6volutives sur plus ou 
moins 200 cycles ponctionnrs. En SUZI, sur plus 
de 600 cycles ponctionnrs, on compte moins de 
40 grossesses. Selon un rapport rassemblant les 
rrsultats prrsentrs h 2 congris (Rome 1990 et 
Paris 1991) il y aurait eu, jusqu'en juillet 1991, 
en PZD, 13 grossesses cliniques apris transfert 
d'embryon obtenus aprOs une micromanipulation, 

soit 11% par transfert et 4.5% par cycle, tandis 
que 16 grossesses ont 6t6 obtenues apris trans- 
ferts mixtes (embryons intacts et embryons ayant 
subi une micromanipulation). En SUZI, 55 gros- 
sesses auraient 6t6 obtenues sur 333 transferts 
(16.5%) et sur 653 ponctions (8.4%). I1 n'est pas 
prrcis6 s'il s'agit de transferts purs ou mixtes, ni 
les indications des micromanipulations (33). I1 
faut signaler qu'un certain nombre de ces cas 
prrsentrs n'ont pas 6t6 confirmrs dans une publi- 
cation internationale. Plus rrcemment, lors de 
l'International Symposium on Preimplantation 
Genetics and Assisted Fertilization (Bruxelles - 
frvrier 1992), les rrsultats d'une enqurte menre 
aupris de diffErents centres rapporte que les taux 
de grossesses par cycle 6taient respectivement de 
3,3, 10,1 et 13,3 % en PZD, SUZI et ICSI (soit 
11, 49 et 8 grossesses dans chaque groupe). 

L' analyse de certains publications montre 
clairement que les techniques de micromanipula- 
tion sont inutiles si les critires de srlection ne 
sont pas rigoureux. Plusieurs 6tudes ont ainsi 
drmontrrs que les taux de frcondation 6taient 
similaires en FIV classique et apris microma- 
nipulation si ces techniques sont appliqures en 
premiire intention. Donc certaines grossesses 
obtenues apris micromanipulation l'aurait 6gale- 
ment 6t6 apris FIV conventionnelle. I1 parait 6vi- 
dent que seuls des cas d'absence rrprtre de 
frcondation in vitro devraient Etre inclus dans des 
6tudes ayant pour but de drmontrer l'efficacit6 de 
ces nouvelles technologies. Ace jour, il est donc 
impossible d'effectuer une mrta-analyse qui per- 
mettrait d'rvaluer l'apport exact de la PZD et/ou 
de la SUZI dans des 6checs rrprtrs de frconda- 
tion in vitro. 

Selon Fishel et al., 1990 (18), 20% des 
infertilitrs idiopathiques soumises h une tentative 
de FIV prrsentent une absence de frcondation 
avec, pour certaines, une non fixation des sper- 
matozoides ?a la membrane pellucide. Diffrrentes 
techniques ont donc 6t6 utilisOes pour tenter 
d'amrliorer le taux de frcondation dans ces cas: 
augmentation du nombre de spermatozoides insr- 
minrs, srlection des spermatozo'fdes (gradient de 
Percoll ou de Ficoll, passage sur laine de verre), 
addition de mrdiateurs chimiques, retrait du 
cumulus, culture en microgoutte ou en capillaire, 
etc. Cependant, il semble que la traversEe de la 
membrane pellucide reste dans de nombreux cas 
d'infertilit6 idiopathique l'obstacle majeur h la 
pEnrtration des spermatozoa'des dans l'ovocyte. 
En effet, une drpellucidation complite conduit 
presque inrluctablement ~ la fdcondation, et sou- 
vent 5 la polyspermie (3, 14). En prrsence de 
spermatozoides non frcondants lors de tentatives 
de FIV antdrieures, une frcondation a 6t6 obser- 

64 



vEe dans 70 % des cas apr~s dEpellucidation 
d'ovocytes ages de 48 heures (21). La presence et 
une intEgrit6 relative de la zone pellucide consti- 
tuent donc une Etape limitante dans le processus 
de la fEcondation, mais sont plutEt aussi le garant 
de la monospermie. Les rEsultats des micromani- 
pulations le confirment. Les r61es respectifs de 
l'ovocyte et de la membrane pellucide dans le 
blocage 5, la polyspermie ont 6tE 6valuEs, et diffe- 
rent d'ailleurs d'une esp~ce h l'autre. (18, 38, 39, 
45, 55, 56). 

Dans l'esp~ce humaine, et en contraste avec 
les experimentations chez la souris (23), l'utilisa- 
tion de solution de Tyrode acide pour perforer la 
zone pellucide et faciliter la fEcondation n'est pas 
applicable. La survie, la fEcondation et le clivage 
des ovocytes humains sont extramement faibles 
(20, 22, 37), car la solution acide perturbe le pro- 
cessus mEiotique par arrEt au stade anaphase II 
(43). De plus, tes solutions de tyrode acide indui- 
sent une division parthdnogEndtique des ovocytes 
(27). I1 en serait de m6me avec les traitements 
enzymatiques, ainsi la cytocholasine modifierait 
l'architecture du cytosquelette rdduisant le taux 
de fEcondation (42). Cette mEthodologie est donc 
actuellement abandonnEe dans cette indication, 
alors qu'elle pourrait Etre utile pour favoriser 
l'Eclosion embryonnaire (8). 

Des avis contradictoires sont 6mis concer- 
nant les avantages et les inconvdnients des 
micromanipulations pour opErer une selection 
des spermatozoides. En SUZI, contrairement ~t la 
PZD, la selection naturelle des spermatozoa'des 
ayant fait leur reaction acrosomique n'a pas lieu 
(12). Suite ~ une selection arbitraire, en SUZI et 
plus encore en ICSI, on pouvait craindre une 
augmentation de la frdquence des anomalies 
gdndtiques. En pratique c'est l'inverse qui a dtd 
observd (7). De plus les travaux expErimentaux 
de Kola et al. en 1990 (29) ont apais6 cette 
inquietude car aucune attgmentation de la fiE- 
quence d'aneuploidie n'a dtd observEe apr~s 
SUZI. Bien que le nombre de grossesses h terme 
resultant d'une SUZI ou d'une PZD soit encore 
assez reduit, il ne semble pas que ces techniques 
augmentent la frEqnence des malformations foe- 
tales. Par contre, le nombre de grossesses rEsul- 
tant d'ICSI est actuellement trop faible pour 
conclure h t'innocuit6 de cette technique. 11 res- 
sort de l'expdrience de plusieurs auteurs que la 
SUZI est nEanmoins plus efficace que la PZD 
dans les probl~mes d'infertilit6 masculine. Cette 
derni~re technique devrait rapidement disparaitre 
de l'arsenaI thErapeutique ayant pour but i'amE- 
Iioration du taux de fEcondation. 

Deux problhmes sont apparus suite h l'intro- 
duction des techniques de micmmanipulation: la 

polyspermie et la survie embryonnaire. En SUZI, 
il semble exister un parall61isme entre le nombre 
de spermatozoides dEposEs clans l'espace pErivi- 
tellin et le nombre de pronoyaux observe (19, 
32). L'insEmination par 2 ou 3 spermatozoides 
rEduit ce risque 5 des valeurs acceptables;par 
contre, l'augmentation du nombre de spermato- 
zoides injectEs n'amEliore pas le taux de fEconda- 
tion monospermique (52). D'autre part, la 
frEquence des lesions cellulaires depend de 
l'habilet6 de l'expdrimentateur. Les chiffres 
varient entre 3% (12) et 15% (18) selon les 
6quipes. De plus les micromanipulations pour- 
raient atre responsable d'une Eclosion embryon- 
naire plus prdcoce avec perturbations des 
processus immunologiques lids h l'implantation. 
Dans cette optique, Cohen et al., 1990 (9) ont 
place sous couverture corticoide et antibiotique 
leur patientes dont les embryons avaient subi une 
micromanipulation pour favoriser l'6closion. Un 
taux de grossesse de 28 % a Et6 obtenu chez ces 
patientes qui avaient present6 des dchecs 
d'implantation lots des tentatives antdrieures. 

I1 parait indEniable que les techniques d'insE- 
mination pErivitelline et intracytoplasmique 
constituent des Etapes importantes dans le traite- 
ment des infertilitds masculines. Beaucoup de 
patients considErEs ~ce jour comme dEfinitive- 
ment stdriles peuvent espErer obtenir une gros- 
sesse. I1 est cependant prEmaturE de vouloir 
prEciser les limites des indications.Pour juger de 
l'efficacitE des techniques, les couples selection- 
nds devraient rdpondre ~ certains critbres stricts: 

1 ~ en cas de spennes classiquement normaux 
ou subnormaux, avoir eu au moins deux Echecs 
de fdcondation portant sur un nombre minimum 
d'ovocytes. I1 devrait s'agir d'un critbre mini- 
mum puisque dans 70 ~t 80 % des cas, un Echec 
de fdcondation lors d'une tentative se solde par 
une fdcondation lors d'une tentative ultErieure (6, 
21). 

2 ~ si les caractdristiques du spermogramme 
ne permettent pas l a rEalisation d' une tentative de 
FIV classique (moins de un million de spermato- 
zoides mobiles par Ejaculat (19), le SUZI ou 
I'ICSI peuvent ~tre envisag~ d'emblEe. 

3 ~ en cas d'hypofEcondances majeures et 
rEpdtdes en FIV classique, l'apport des tech- 
niques de micromanipulation, en terme de gros- 
sesses 6volutives, reste encore 5. dEmontrer. 

Le recours aux techniques de micromanipu- 
Iation peut 6galement 6tre d'application darts cer- 
taines circonstances particulibres et excep- 
tionnelIes: ainsi des tentatives de SUZI ont-elIes 
Et6 effectuEes avec des spermes congelEs avant 
chimio- ou radio-thdrapie, et ayant real resist6 au 

processus cryoprEservatif (28); Egalement aprbs 
collecte des spermatozoides dans les canaux 
ddfErents ou dans l'6pididyme. De plus, l'absen- 
ce complbte de mobilitd pourrait ~tre court-cir- 
cuitEe par l'utilisation de I'ICSI. 

Malheureusement, ~ ce jour, il n'existe pas 
de test de selection dont le pouvoir discriminant 
soit absolu. Le test de pEnEtration des ovules de 
hamster dEpellucidEs semble garder un intEr~t 
majeur. Des tests homologues pourraient se 
dEvelopper : des ovocytes non fEcondds apr~s 24 
ou 48 heures sont soit dEpellucidds ou microma- 
nipulEs, et mis en presence des spermatozoides 
Etudier (3, 14). Ces techniques pourraient tester 
le pouvoir fusiog~ne des spermatozEfdes et dEter- 
miner l 'indication au recours 5 l 'injection 
intraooplasmique. 

CONCLUSION 
Les techniques de micromanipulation (PZD, 
SUZI ou ICSI) n'ont permis ace  jour d'obtenir 
qu'un nombre limit6 de grossesses (moins de 100 
recensEes). Les taux de fEcondation restent relati- 
vement faibles. I1 est donc impEratif de pour- 
suivre les travaux de recherche pour, d'une part 
mieux determiner les Etiologies des infertilitEs 
susceptibles de bEnEficier de ces techniques, et 
d'autre part amEliorer les modalitEs mEthodolo- 
giques afin d'augmenter les taux de fEcondation. 

Vu les taux de succ~s actuels, il nous semble 
logique de continuer 5 considErer ces techniques 
comme expdrimentales, et de les reserver 
quelques centres spEcialisEs. Avant d'engager un 
couple dans une telle procedure, l'Equipe mEdica- 
le se doit de le prEvenir des chances rEelles de 
rEussite. 
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plasme de l'ovocyte pourrait ~tre promise ~, 
un bel avenir.  Mots  el~s : Micro- 
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