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RESUME 

La m i c r o i n j e c t i o n  i n t r a c y t o p l a s m i q u e  
d ' u n  s p e r m a t o z o i d e  d a n s  l ' o v o c y t e  
(ICSI), est  une  t e c h n i q u e  r6cen te  per- 
m e t t a n t  d ' o b t e n i r  des  e m b r y o n s  p o u r  
des couples  souf f ran t  d ' infer t i l i t6  d'ori- 
g ine  mascu l ine  s6v~re. Nous avons 6tu- 
di6 les ovocy te s  n o n  cliv6s 48 h e u r e s  
apr~s l ' injection.  Cet te  ana lyse  cytolo- 
gique p e r m e t  d 'une  pa r t  de  d 6 t e r m i n e r  
le s tade  d '6volut ion du  n o y a u  sperma-  
t ique  dans  le cy top lasme  ovocy ta i re  et  
d o n c  de  p r 6 c i s e r  l ' 6 t a p e  de  l ' 6chec ,  
d ' a u t r e  p a r t  d ' o h s e r v e r  les  c h r o m o -  
somes ovocyta i res  et  leurs  6ventuel les  
anomal ies .  Apr~s f6conda t ion  in v i t ro  
classique,  dans  80 % des cas l '6chec est  
expl iqu6 p a r  unc  absence  de f6conda- 
t ion mais  env i ron  10 % des absences  de 
c l ivage sont  dues  ~ u n e  c o n d e n s a t i o n  
p r6ma tu r6e  des ch romosomes  sperma-  
t i ques .  N o t r e  6 t u d e  a 6t6 m e n 6 e  s u r  
d e u x  p6r iodes  d i f f6rentes .  P e n d a n t  la 
p r e m i e r e  p6r iode ,  l ' in jec t ion  du  sper-  
ma tozo ide  6tai t  fa i te  d~s que  la mem- 
b r a n e  o v o c y t a i r e  6 t a i t  r o m p u e ,  pen-  
d a n t  la deuxi~me p6riode,  l ' a sp i ra t ion  
6tait  b r i~vement  m a i n t e n u e  aprbs rup- 
t u r e  de  la  m e m b r a n e ,  a v a n t  q u e  le 
spe rma tozo ide  soit  inject6. 

Les t aux  de f6conda t ion  ont  6t6 de 15% 
et de 54% r e s p e c t i v e m e n t  au  cours  des 
deux  p6riodes.  L 'ana lyse  des ovocytes  

f ix6s p e n d a n t  la p r e m i e r e  p 6 r i o d e  a 
mon t r6  que dans  71% des cas il y avai t  
a b s e n c e  c o m p l e t e  de d 6 c o n d e n s a t i o n  
du  n o y a u  s p e r m a t i q u e  alors que  ce t te  
s i tua t ion  ne  r e p r 6 s e n t a i t  que  33% des 
cas  de la deux i~me  s6rie. Les anoma-  
lies de d6condensa t ion  du  n o y a u  sper- 
m a t i q u e  o n t  e n  r e v a n c h e  p u  6 t r e  
obse rv6es  p lus  f r 6 q u e m m e n t  d a n s  la 
d e u x i ~ m e  s6r ie  (26,7 %) q u e  d a n s  la 
p r e m i e r e  (8,2 %). 

Il semble  donc  que  la t e c h n i q u e  d'in- 
j ec t ion  elle m6me puisse  j o u e r  u n  r61e 
dans  l '6volut ion du  spermatozoa'de,  e t  
en  ce sens l 'analyse  cy tog6n6t ique  des 
oeufs  cons t i t ue ra i t  un  contr61e de qua- 
lit6 de la t e c h n i q u e  d ' inject ion.  

Dans les deux  s6ries, la f r6quence  des 
o v o c y t e s  p r 6 s e n t a n t  u n e  a n o m a l i e  
c h r o m o s o m i q u e  6 t a i t  p l u s  61ev6e 
qu 'apr~s une  f6conda t ion  in v i t ro  clas- 
s ique .  Cec i  d e v r a  6 t r e  c o n f i r m 6  s u r  
une  plus g r a n d e  s6r ie .  

Mots clds : microinjection intra-cytoplasmique, 
ovocyte, spermatozo~de, chromosome. 

INTRODUCTION 

L'injection intra-cytoplasmique de sperma- 
tozo~de (ICSI) conna~t un d~veloppement 
impor tant  depuis 2 ans. Elle devient  la 
m6thode de cboix pour le t ra i tement  des 
infert i l i t~s mascul ines  s6v~res dans de 
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nombreux laboratoires  [6, 16] mais ses 
r4sultats et en particulier son innocuit6 doi- 
vent encore ~tre 6valu6s. L'ICSI permet  
d'obtenir des f6condations dans le cas de 
caract6ris t iques spermat iques  extrSme- 
ment d6fectueuses mais ceci pose la ques- 
tion du r isque g6n6tique que cela peut  
6ventuellement entrainer. Jusqu'h pr6sent, 
peu de d6ficits g6niques ont 6t6 associ6s [4, 
8] h des anomalies spermatiques. 

L'analyse chromosomique des ceufs non cli- 
v4s apr6s injection in t ra-cytoplasmique 
d'un spermatozoide peut apporter plusieurs 
types d'informations : d'une part elle per- 
met d'identifier le stade du blocage et donc 
parfois la cause de l'6chec : oeuf non f4cond4 
sans aucun d4veloppement du noyau sper- 
matique ou bien f6condation anormale, avec 
condensation pr4matur6e des chromosomes 
spermatiques,  en phase G1 par exemple 
(PCC). 

Par ailleurs, l'analyse chromosomique des 
4checs de microinjection permet de pr6ciser 
les anomalies chromosomiques ovocytaires 
apr6s l'injection. Apr6s f6condation in vitro 
classique de telles 6tudes ont permis de 
conclure h une incidence d'environ 20 h 30 
% d'anomalies chromosomiques parmi les 
ovocytes non f6cond6s. De plus, si dans 
environ 80 % des cas, l'absence de clivage 
est due h une absence totale de f6condation 
sans modification du noyau spermatique, 
par contre dans environ 10 % des cas il y 
aurait f6condation, mais condensation pr6- 
matur6e des chromosomes spermatiques [9, 
10]. Cette anomalie de la f6condation pour- 
rait 8tre le plus souvent li6e ~ l'immaturit6 
ovocytaire [1, 7]. Elle serait plus rare apr6s 
in jec t ion  subzonale  de spe rma tozo ide  
(SUZI) [11] qu'apr6s une f6condation in 
vitro classique. 

Ces r6sultats  pourra ient  8tre diff6rents 
apr6s ICSI. En effet, ils peuvent 8tre modi- 
fi6s soit par la technique elle-mSme soit par 
les pathologies spermatiques ou de l'inter- 
act ion ovocy te - spe rma tozo ide  qui ont  
conduit ~ utiliser la m6thode. Nous rappor- 

tons ici les r4sultats d'analyse chromoso- 
mique d'4checs d'ICSI effectu6e au cours de 
2 p6riodes : une premiere p6riode de mise 
en place de la technique dans le laboratoire 
puis une seconde p4riode off la technique a 
4t4 modifi6e et les r6sultats ont 4t6 am61io- 
r4s. 

Nos r4sultats sugg6rent que l'analyse chro- 
mosomique des 4checs d'ICSI pourrait 8tre 
utilis6e comme un contr61e de qualit6 de 
l'injection puisque les r6sultats paraissent 
diff6rents au cours des 2 p4riodes. 

M A T E R I E L  ET M E T H O D E S  

L'ICSI a 6t6 propos6e pour 2 indications : 

Oligoasth6nospermie s4v6re avec moins de 
300 000 spermatozoides mobiles fl6chants 
s41ectionn6s par migration dans un gra- 
dient  de Percoll (80 % des cas) ou bien 
6checs r6p6t6s de f6condation in vitro (au 
moins 3) avec des caract4ristiques sperma- 
tiques mod4r4ment alt6r6es. La premi6re 
p6riode comporte les injections effectu6es 
entre le le r  Janvier  1994 et le le r  Avril 
1994 dans le centre de Clamart (26 tenta- 
tives effectu6es et analys6es). Apr6s une 
i n t e r r u p t i o n ,  la deuxi6me p6riode de 
microinjections analys4es a 4t4 effectu6e du 
ler  Novembre 1994 au 31 D6cembre 1994 
(19 tentatives analys6es sur 40 effectu6es). 

Apr6s une d6sensibilisation avec des ago- 
nistes de la Gonadolib6rine (GnRH), les 
patientes ont 6t6 stimul6es par de la gona- 
dotrophine humaine m6nopausique (HMG, 
HUMEGON, Organon, France). 

Les ovocytes ont 6t6 ponctionn6s 36 heures 
environ apr6s injection d'hormone chorio- 
nique gonadotrope (HCG) en utilisant une 
sonde vaginale. Les traitements de sperme 
ont 4t6 conformes ~ la m6thode d6crite par 
A. Van S t e i r t e g h e m  et al. [16] : tou t  
d'abord, un lavage en milieu de Ear les  
additionn4 de 3 % de s6rum albumine bovi- 
ne, une centrifugation ~ 1800 g pendant 5 
minutes puis une migration dans un gra- 
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dient de Percoll ~ 2 phases (95 % - 47.5 %) 
une cent r i fuga t ion  ~ 300 g pendan t  20 
minutes  et une  nouvelle cent r i fugat ion  
pendant 5 minutes ~ 1800 g. 

Les ovocytes ont 6t4 d6coronis4s par un 
t ra i tement  ~ la hyaluronidase (80UI/ml) 
jusqu'~ dissociation de la corona. Seuls les 
ovocytes pr6sentant 1 globule polaire ont 
6t6 inject6s. Les ovocytes 6taient maintenus 
par une pipette de contention (capillaire 
Clark 4tir6 ~ un diam6tre externe de 120 
/zm avec un diam6tre interne de 30/zm 
l'aide d'6tireuses Narishige ou Research 
Instruments, et d'une microforge Alcatel). 
Les pipettes d'injection ont 6t4 4tir6es ~ un 
diam~tre externe de 8/tm, interne de 6/tm, 
coup6es, rod6es jusqu'~ l 'obtention d'un 
biseau de 45 %. Une pointe aigu~ a 6t6 
model6e ~ l'extr4mit6 ~ l'aide de la forge. 

L'injection a 6t6 pratiqu6e sur un microsco- 
pe invers6 Olympus IMT2 6quip4 de micro- 
manipulateurs seringues et microinjecteurs 
(Narishige et Research instruments). Pen- 
dant  la premi6re p6riode, l ' injection du 
spermatozoide 6tait faite d6s que la mem- 
brane ovocytaire 6tait rompue ; pendant la 
deuxi6me p6riode, l'aspiration 6tait bri6ve- 
ment maintenue apr6s rupture de la mem- 
brane avant que le spermatozoide soit injec- 
t6. 97 ovocytes au cours de la premi6re 
p6riode puis 71 ovocytes au cours de la 
seconde p6riode, non cliv4s et ne pr6sentant 
pas de pronucleus 16 ~ 18 heures  apr~s 
I 'ICSI ont 6t6 fix6s dans  une  solut ion 
m6thanol acide ac6tique 3:1 selon la m6tho- 
de de Tarkowsi [15] apr6s un choc hypoto- 
nique de 6 minutes dans une solution de 
citrate de sodium 1%. Les lames ont 6t4 
color6es au Giemsa. 

RESULTATS 

Au cours de la premiere s6rie, le taux de 
f6condation (d6fini comme le nombre de 
zygotes ~ 2 pronoyaux 18-20 heures apr6s 
injection rapport6 au nombre total d'ovo- 
cytes matures inject6s intacts apr~s l'injec- 

tion) a 4t6 de 20.8 %, le taux de grossesse 
par cycle de ponction a 6t6 de 15 % et le 
taux de grossesse par transfert de 21%. 

Au cours de la deuxi6me s6rie, le taux de 
f4condation a 6t6 de 54 %, le taux de gros- 
sesse par cycle de ponction a 6t6 de 31% et 
le taux de grossesse par transfert de 33 %. 

Les stades d'arr~t du d6veloppement apr6s 
ICSI ont 6t6 diff6rents au cours des deux 
p6riodes (Tableau 1). 

Au cours de la premiere p6riode (97 ovo- 
cytes), la grande majorit6 des ovocytes (71 
%) ne montraient pas du tout d'4volution 
du noyau  s p e r m a t i q u e  t and i s  que les 
d6buts de f6condation avec t~tes d6conden- 
s6es (6.1%) et les f6condations anormales 
avec condensation pr6matur6e (PCC) des 
chromosomes spermatiques (2.1%) 6taient 
tr6s rares. 

Par contre, au cours de la seconde p4riode 
(71 ovocytes) et malgr6 l'injection d'ovocytes 
matures, l'absence totale de d4condensation 
ne repr6sentait  que 33.8 % des cas alors 
que les arr~ts au stade t~te d6condens4e 
repr6sentaient 12.6 % des cas et les PCC 
14.1% des cas. L'absence de spermatozoide 
identifiable apr6s fixation, 6v6nement tr6s 
rare au cours de la premi6re p4riode (2.1% 
des cas), a 6t6 beaucoup plus fr6quent au 
cours de la seconde p6riode (25.3 % des 
cas). 

Les tableaux 2 et 3 d4crivent l'aspect des 
chromosomes ovocytaires apr~s 4chec de 
microinjection. 

Les taux de succ6s techniques paraissent 
faibles puisque seulement 24 % des ovo- 
cytes ont 6t6 caryotypables dans la premi6- 
re s6rie et 30 % dans la seconde s6rie. 

L'incidence des caryotypes normaux parait 
faible (33.3 % pour la premi6re p6riode; 
45.4 % pour la seconde). 

Les anomalies concernaient  souvent des 
hyperploidies ( respect ivement  45.8% et 
22.7 % pour les deux p6riodes soit globale- 
ment 33%) sans qu'il soit en fait possible de 
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Tableau I : Stade d'arr~t du ddveloppement apr~s ICSI au cours des deux pdriodes. 

l~re  PERIODE 2~me PERIODE 
(n = 97) (n = 71) 

Aspect d~g~n6r~ 18 10 
(18.5 %) (14.1%) 

Pas d'~volution du noyau du spermatozoa'de 

Spermatozoide d6condens~ 

Condensation pr~matur~e des chromosomes (PCC) 

Pas de spermatozo~de 

69 24 
(71.1%) (33.8 %) 

6 9 
(6.1%) (12.6 %) 

2 10 
(2,1%) (14.1%) 

2 18 
(2.1%) (25.3 %) 

Tableau 2 : Taux de succ~s du caryotype ovocytaire apr~s dchec de microinjection intracy. 
toplasmique (ICSI). 

l~re  p~riode  2 p~riode  
(n = 97) (n = 71) 

Ovocytes non analysables 

Ovocytes en M~taphase II 

Ovocytes en M~taphase II comptable 

21 10 

76 61 

24 22 
(24.7 %) (30.9 %) 

distinguer les cassures chromosomiques des 
aneuploIdies concernant les petits chromo- 
somes en raison de la mauvaise qualit~ des 
c h r o m o s o m e s  o b t e n u s  avec  ce t y p e  de 
,,materiel,. 

D I S C U S S I O N  

Le stade d'arr~t du d~veloppement dans la 
p remiere  s6rie ~tait  h a b i t u e l l e m e n t  tr~s 
pr~coce. Le d~roulement de la f~condation 
~tait soit complet jusqu 'au premier clivage 
soit  t o t a l emen t  absen t  mais,  il n 'y avai t  
gu~re de blocage ou d'anomalie au cours de 
la formation des pronoyaux. 

Ces r~sultats sont tr~s similaires ~ ce que 
nous avions observ~ apr~s injection subzo- 
hale (SUZI) [11] off 75 % des oeufs compor- 
taient  un spermatozo~de strictement intact, 
7.8 % des ovocytes pr~sentaient  un noyau 
d ~ c o n d e n s ~  e t  d a n s  2.2 % des  cas ,  la 
condensat ion des chromosomes 6tait  pr6- 
matur~e. Selon F laher ty  et coll. [3] apr~s 
ICSI, un spermatozo~de peut  ~tre inject~ 
dans le cytoplasme ovocytaire et ressort ir  
ou bien une nouvelle membrane  cytoplas- 
mique peut  ~tre reform~e autour du noyau 
du spermatozo~de l ' isolant  ainsi du cyto- 
plasme [5]. Certains des ~checs de la pre- 
miere s~rie pourraient ~tre expliqu6s par la 
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Tableau 3 : Anomalies chromosomiques parmi les ovocytes non fdcondes apr~s microinjec- 
tion. 

16re P4riode 26me P6riode S6rie comple te  
(n = 97) (n=71) (n= 168) 

24 22 46 Ovocytes caryotyp4s 

Caryotypes normaux 

Caryotypes hyperplo~'des ~ plus 
de 23 chromosomes ou fragments 

Caryotypes hypoploides 

8 10 18 
(33.3 %) (45.4 %) (39.1%) 

11 5 16 
(45.8 %) (22.7 %) (34.7%) 

5 
(20.8 %) (31.8 %) (26%) 

position subzonale ou extra-cytoplasmique 
du spermatozoa'de. La technique cytog6n6- 
tique casse les membranes et ne permet pas 
de pr6ciser la position spatiale exacte du 
spermatozoide donc de r6pondre ~ cette 
question. 

Des observations effectu4es en microscopie 
fluorescence apr6s coloration au Hcechst 

[2] ou bien en microscopie 61ectronique [13] 
n'ont pas rapport6 d'observation de sperma- 
tozoide en position subzonale mais les effec- 
tifs 6tant tr6s r6duits, le risque d'extrusion 
secondaire du spermatozoide lorsqu'il n'est 
pas inject6 assez profond6ment doit ~tre 
consid6r6. Les r6sultats de cette premi6re 
p6riode sont conformes aux observations de 
Soballa et coll. [12]. 

Au cours de la seconde p6riode, nous avons 
modifi6 la technique en poussant le sper- 
matozoide plus loin dans l'ovocyte en aspi- 
rant davantage de cytoplasme. Ceci a per- 
mis d'am61iorer le taux de f6condation, 
comme l'ont observ6 6galement d 'autres  
auteurs [14], e t a  modifi6 les r6sultats des 
analyses d'6chec. 

I1 semble donc que la technique elle-m~me 
modifie la fr4quence des diff6rents stades 
d'4chec. En effet, au cours de la seconde 
p4riode, l'incidence des blocages du d6roule- 

ment de la f6condation parait 61ev6e. 14 % 
de PCC et 12,6 % d'arr~t  au s tade t~te 
d6condens6e. Dans la deuxi6me s6rie d'IC- 
SI, l'incidence de ce type d'anomalie parait 
m~me plus fr4quente qu'apr6s une f6conda- 
tion in vitro classique malgr4 l'utilisation 
d 'ovocytes m a t u r e s  qui est  consid6r6e 
comme la cause la plus fr4quente de PCC. 
Ceci sugg6re l'existence de pathologies de 
l ' interact ion ovocyte-spermatozoide soit 
li6es ~ la technique, soit li4es aux patholo- 
gies gam6tiques (spermatiques ou ovocy- 
taires) elles-m~mes. L'absence de spermato- 
zoide retrouv6 dans 25% des ovocytes de la 
deuxi~me s6rie est pour le moment inexpli- 
qu6e. La technique d'injection s'6tant am6- 
lior6e il parait  peu vraisemblable que le 
spermatozoide n'ait pas 6t6 inject6. I1 est 
possible que I'ADN du spermatozoide ait 
subi une d6condensation massive ne per- 
mettant plus son identification. Nous proc6- 
dons actuellement ~ des colorations de ces 
ovocytes par un colorant sp6cifique (iodure 
de propidium) de I'ADN et qui permet de 
voir I'ADN m~me sous forme tr6s d6conden- 
s6e et non identifiable h la coloration de 
Giemsa 

La fr6quence des anomal ies  chromoso- 
miques ovocytaires 6tait plus 61ev6e dans 
notre s6rie d'4checs d'ICSI (60.8%) qu'apr6s 
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FIV classique (entre 20 et 30 %). La moiti~ 
des anomalies sont des exc~s du nombre de 
chromosomes (33 %). Pour les petits chro- 
mosomes nous n'avons pas pu dis t inguer  
les hyperplo~dies vraies des cassures. L'IC- 
SI pourrait donc induire des cassures chro- 
mosomiques plut6t  que des aneuplo~'dies 
sur les oeufs non cliv~s. 

Cependant ,  les ~l~ments de surveil lance 
des embryons se d~veloppant apr~s ICSI 
sont tr~s rassuran t s  (caryotypes fcetaux, 
examen ~ la naissance). 

L 'augmentat ion des caryotypes anormaux 
parmi  les oeufs inject~s non cliv~s est 
confirmer sur un  effectif plus large. Elle 
pourrait ~tre ~ l'origine de l'absence d'6vo- 
lution de l'ceuf inject~ et donc ne pas inter- 
venir sur les embryons effectivement trans- 
forms. 
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ABSTRACT 

Cytologycal analysis of uncleaved 
oocytes after sperm injection 

The results of intracytoplasmic sperm 
i n j e c t i o n  s t i l l  n e e d  to be a s s e s s e d  
concerning both its efficiency and its 
poss ible  risks for the ch i ldren  to be 
born. Cytogenetical analysis of unclea- 
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�9  o o c y t e s  a f t e r  ICSI can  give  diffe- 
r e n t  t y p e s  of  i n fo rma t ion .  I t  can  he lp  
in d e t e r m i n i n g  the  cause  of  the  fa i lure ,  
c h e c k i n g  the  i n j e c t i o n  an d  spec i fy ing  
the  d e v e l o p m e n t  s t age  of  the  spe rma-  
tozoa  a n d  its poss ib le  abnormal i t i e s .  It  
a l so  a l l ows  an  e v a l u a t i o n  of  t h e  pos-  
s ible c h r o m o s o m e  a b n o r m a l i t i e s  indu- 
ced  in the  oocy te  an d  s u b s e q u e n t l y  of  
t h e  s a f e t y  o f  t h e  p r o c e d u r e  f o r  t h e  
o o c y t e  i t s e l f .  A f t e r  c o n v e n t i o n a l  in  
v i t ro  fe r t i l i za t ion  (IVF) the  ma in  cause  
o f  t h e  l a c k  o f  c l e a v a g e  is t h e  t o t a l  
a b s e n c e  of  fe r t i l i za t ion  b u t  the  p rema-  
t u r e  c o n d e n s a t i o n  of  the  s p e r m a t o z o a  
c h r o m o s o m e s  (PCC)  is o b s e r v e d  in  
a b o u t  10% of  the  cases.  This  migh t  be  
d i f fe ren t  a f t e r  ICSI b e c a u s e  of  the  pro- 
c e d u r e  i t se l f  o r  b e c a u s e  of  the  s p e r m  
de fec t  w h i c h  r e q u i r e s  ICSI to ach ieve  
fe r t i l i za t ion .  We s t u d i e d  ICSI f a i lu res  
d u r i n g  two  pe r iods  : the  f i rs t  one  star-  
t ed  a t  t he  b e g i n n i n g  of  the  use  of  the  
t e c h n i q u e  in o u r  l a b o r a t o r y  a n d  t h e  

s econd  one  fol lowed,  us ing  a d i f f e ren t  
t e c h n i q u e  ( p u s h i n g  t he  s p e r m a t o z o a  
f u r t h e r  in  t h e  o o c y t e  b y  a s p i r a t i n g  
m o r e  v i g o u r o u s l y  o o c y t e  c y t o p l a s m ) .  
The  f e r t i l i z a t i o n  r a t e s  w e r e  15% a n d  
54% in the  two  per iods .  In  the  f i rs t  per-  
iod  the  m a i n  cause  of  the  f a i lu re  was  
t he  t o t a l  a b s e n c e  o f  e v o l u t i o n  of  t he  
s p e r m a t o z o a  in  t h e  o o c y t e  a n d  i t  
r e p r e s e n t e d  on ly  33% of  t he  c a s e s  of  
the  s e c o n d  p e r i o d .  In  the  s e c o n d  per-  
i od  t h e  i n c i d e n c e  o f  P C C  i n c r e a s e d  
and  the  to ta l  ab sence  of  evo lu t ion  was  
l ess  f r e q u e n t  w h i l e  t h e  i n c i d e n c e  o f  
c h r o m o s o m e  f r a g m e n t a t i o n  in  t h e  
oocy te  r e m a i n e d  high.  Our  resu l t s  sug- 
ges t  t ha t  t he  t e c h n i q u e  u s e d  for  ICSI is 
v e r y  i m p o r t a n t  to avo id  the  s e c o n d a r y  
e x t r u s i o n  of  t he  s p e r m a t o z o a .  A pos-  
s ib le  i n c r e a s e  of  o o c y t e  c h r o m o s o m e  
b r e a k a g e  has  to be  conf i rmed .  

Key Words  : intracystoplasmic sperm injection, 
oocyte, spermatozoa, chromosome. 
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