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RESUME 

Le diagnostic d'une immunisation anti-spermato- 
zo'fdes implique la mise en (~vidence d'ant icorps 
sp(~cifiquement dirigds contre des antig~nes sper- 
matiques par des techniques diverses, dont les 
plus utilis(~es permettent  la ddtection des anti- 
corps fix(~s, spontan(~ment ou passivement, & la 
surface des spermatozoYdes. Ces anticorps ont dtd 
recherchds dans le sang et dans les s(~crdtions 
g(~nitales ( l iquide seminal ,  mucus cervical) par 
leurs effets directs, agglutinant, immobil isant ou 
cytotoxique, sur des spermatozo'fdes tdmoins, ou 
indi rectement par la f ixat ion secondaire d'ant i-  
corps anti- immunoglobulines humaines couplds 
des billes. Ces derni~res techniques ont permis 
aussi la recherche directe des anticorps pr(~sents 
la sur face des spermatozo' fdes &jacul~s, dtape 
essentielle dans I'dvaluation d'une infertilitd auto- 
immune. 

La r(~action d'agglut inat ion mixte (MAR) et le test 
de fixation des Immunobi l les (IBT) sont couram- 
ment utilisds dans la recherche des anticorps flx(~s 
sur les spermatozo'fdes. Les deux tests permettent 
d'(~valuer le pourcentage de spermatozoYdes mobi- 
les porteurs d 'ant icorps et leur Iocalisation & la 
surface du gamete mSle. Quand ce pourcentage est 
sup(~rieur & 20, le test est considdr(~ positif, mais ce 
n 'est  qu'au del& de 50% qu' i l  faut envisager la 
responsabilit(~ des anticorps dans I'infertilitd mas- 
culine. Une bonne concordance des r~sultats a (~t(~ 
observde dans les s~ries dans lesquelles les deux 
tests ont (~td uti l is6s en parall~le sur les m~mes 
spermes. Ceci justif ie I'utilisation du MAR test, de 
rdal isat ion plus facile, dans le ddpistage d'une 
auto-immunisation anti-spermatozoYdes. Face & un 
rdsultat positif au MAR test, il est conseilld d'effec- 
tuer secondairement I'IBT qui permet d'analyser 

sp(~cifiquement la classe des anticorps d(~tectds. 

Si la recherche directe des anticorps fix(~s sur les 
spermatozo'fdes nous fourni  les renseignements 
ndcessaires & I 'dtabl issement d 'un pronost ic  de 
I' infertil itd masculine, la recherche des anticorps 
pr(~sents dans le sang et dans le liquide s(~minal, 
en util isant les Immunobilles en technique indirec- 
te, nous permet de mieux cerner I ' importance du 
processus  immunitaire. Cette technique permet 
aussi de rechercher les anticorps dans le s~rum et 
dans  le mucus  cerv ica l  de femmes  in fe r t i l es  
suspectes  d ' immunisat ion anti-spermatozoTdes. 
Pour pouvoir ddfinir la responsabilitd de ces anti- 
corps dans I'(~tat d'infertil itd du couple, les rdsul- 
tats obtenus avec I'IBT doivent Otre exprim(~s en tit- 
r e s e t  valid(~s par r a p p o r t  & des  p o p u l a t i o n s  
tdmoins fertiles, ce qui est rarement fait dans les 
laboratoires spdcialis(~s. 

M o t s  c l#s  : inferti l i t6, spermatozo' tdes,  anticorps, MAR, 
immunob i l l es  
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I.  I N T R O D U C T I O N  

La rEalitE de l ' immunisation anti-spermatozoYdes et la 
repercussion dEfavorable des anticorps produits contre des 
antig~nes spermatiques (ASA) sur la fertilitE des sujets 
atteints sont amplement dEmontrEes ~ travers la littErature. 
En effet, des taux 61evEs d'anticorps sEriques associEs ~ la 
presence d'anticorps dans l'Ejaculat (auto-immunisation) 
ou dansle mucus cervical (allo-immunisation) sont trouvds 
dans 3 ~ 20% des couples consultant pour infertilitE [10]. 
Chez ces couples, le dElai ndcessaire pour concevoir est 
augmentE et le taux cumulatif de grossesses est abaissE par 
rapport ~t des couples infertiles appariEs ne prEsentant pas 
d'immunisation anti-spermatozoides. I1 existe, en outre, 
une correlation negative entre le taux des ASA et les chan- 
ces de concevoir [2, 24 25]. Par ailleurs, la responsabilit6 
des ASA dans l'infertilitE est ddmontrEe in vitro par leur 
impact nEgatif sur plusieurs Etapes de la fEcondation [26]. 
Ces anticorps, qui peuvent appartenir h diffErentes classes 
d'immunoglobulines (Igs), sont souvent dirigEs contre plu- 
sieurs molecules antigEniques [1], d'ofl la pluralit6 des 
effets observes sur les fonctions spermatiques. L'Etendue et 
l'importance de ces effets varieront en fonction du taux, de 
la classe et surtout de la spEcificit6 molEculaire des ASA. 
Actuellement, nous ne disposons pas de techniques faciles 
et reproductibles permettant de dEfinir, parmi les molEcu- 
les cibles des ASA, celles pouvant ~tre impliquEes dans les 
fonctions spermatiques. A dEfaut, les techniques permet- 
tant de prEciser le taux et la classe des ASA ainsi que leur 
localisation h la surface des spermatozoides, nous semblent 
des indicateurs valables de la repercussion de ces anticorps 
sur la fertilit6. 

Depuis les premieres publications mettant en Evidence la 
presence d'anticorps spermagglutinants dans le  serum et 
dansle  liquide seminal d'hommes infertiles [23, 29], plu- 
sieurs techniques ont EtE proposEes dans le  dEpistage des 
ASA, dont les plus couramment utilisEes dEtectent les anti- 
corps dirigEs contre des molecules situEes ~ la surface des 
spermatozoides par leurs effets agglutinant, immobilisant 
ou cytotoxique directes, ou indirectement par la fixation 
secondaire d'anticorps anti-Igs humaines couples soit h des 
billes, soit ?a des fluorochromes. Si les premibres tech- 
niques ne permettent que la recherche des ASA dansles  
liquides biologiques (sang, liquide seminal, mucus cervi- 
cal), l'utilisation d'anticorps secondaires marquEs permet 
aussi la recherche directe des anticorps fixes in vivo sur les 
spermatozoides (auto-immunisation). 

II. R E C H E R C H E  D I R E C T E  DES ANTI-  
C O R P S  FIXES S UR LES S P E R M A T O Z O I D E S  

E J A C U L E S  

Cette recherche est essentielle pour le dEpistage d'une 

infertilitE auto-immune car ce sont ces anticorps qui peu- 
vent emp~cher les fonctions du gamete male. Elle doit atre 
rEalisEe systEmatiquement, le facteur limitant pour sa rEali- 
sation &ant le nombre de spermatozoides mobiles dans l'6- 
jaculfit. Des techniques permettant cette recherche directe, 
nous ne discuterons que de celles couramment utilisEes. 

1. REaction d'agglutination mixte (MAR test) 

Des globules rouges RhEsus positifs sensibilisEs avec des 
anticorps anti-Rh [17], ou bien des billes de latex couplEes 

des Igs humaines [9], sont mElangEs avec le sperme 
6tudier. L'addition d'un serum anti-Igs humaines provo- 
quera l'agglutination des spermatozoides porteurs d'anti- 
corps avec les globules rouges ou les billes recouvertes 
d'Igs. On 6value alors le pourcentage de spermatozo~des 
agglutinEs avec les globules rouges ou les billes : au-des- 
sus de 20% la reaction est considErEe positive. La rEalisa- 
tion de ce test est simple et rapide, mais la grande taille des 
agglutinats mixtes limite l 'analyse de la proportion des 
spermatozo'fdes porteurs d'anticorps ainsi que la topogra- 
phie de ces anticorps. 

L'utilisation du MAR test dans l'Etude des spermes d'hom- 
mes consultant pour infertilitE a permis de detecter des 
anticorps sur les spermatozoYdes chez 9 ~t 27% des sujets 
EtudiEs [3, 9, 15, 17, 19, 21, 28]. Dans notre laboratoire, le 
MAR test applique en routine dans l'analyse des spermes 
de 1205 sujets infertiles nous a permis de dEpister 7,9% de 
cas d'auto-immunisation anti-spermatozoides. Ce test, tel 
qu'il est pratique couramment, ne permet pas de detecter 
spEcifiquement les ASA de classe IgA et donc de les diffE- 
rencier de ceux de classe IgG auxquels ils sont souvent 
associEs. 

2. Test de fixation des Immunobilles (IBT) 

Cette technique utilise des billes de polyacrylamide cou- 
plEes ~ des anticorps dirigEs contre les diffErentes classes 
d'Igs humaines. Ces Immunobilles spdcifiques de classe 
(IgA, IgG et IgM) doivent ~tre incubEes avec des suspen- 
sions de spermatozoi'des laves afin d'Eliminer les Igs prE- 
sentes dans le  liquide seminal. De rEalisation plus com- 
plexe que le MAR test, cette technique permet d'analyser, 
pour chaque classe d'anticorps, le pourcentage de sperma- 
tozoides porteurs d'anticorps et leur localisation ~ la surfa- 
ce du gamete male. 

La frEquence d'IBT positifs (plus de 20% de spermatozoi- 
des mobiles porteurs de billes) d a n s l e s  populations 
d'hommes infertiles non sElectionnEs varie entre 7 et 10% 
[7, 18, 20]. Dans une population de 120 hommes infertiles 
suspects d'auto-immunisation, nous avons trouv6 44% de 
spermes positifs en IBT [14]. 

Dansles series off les deux techniques, MAR et IBT, ont 
dtE utilisEes en parall~le sur leg m~mes spermes [15, 21], 
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les rEsultats Etaient concordants pour 81 et 94% des 
spermes analyses. Dans une sErie de 156 6jaculats sElec- 
tionnEs sur la presence d'auto-agglutinats, nous avons 
detect6 des anticorps fixes sur les spermatozoYdes chez 
69% (IBT) et 72% (MAR) des sujets (Tableau 1). Les 
rEsultats du MAR test et de I'IBT Etaient concordants dans 
96,8% des spermes analyses, avec une bonne correlation 
du premier avec les deux classes d'anticorps, IgA et IgG, 
dEtectEs par les Immunobilles spEcifiques (Figure 1 et 
Figure 2). La correlation positive des rEsultats du MAR, 
suppose detecter essentiellement des IgGs, avec les rEsul- 
tats des Immunobilles-IgA peut s'expliquer par le fait que 
cette classe d'anticorps est souvent associEe aux IgGs, et 
aussi par l 'existence de reactions croisEes des anticorps 
anti-Igs avec les IgA. Dans les 5 spermes avec des rEsultats 
discordants, seul le MAR 6tait positif avec des pourcen- 
tages de spermatozo'fdes porteurs de billes allant de 29 h 
90%. Ceci peut traduire une plus grande sensibilitE du 
MAR, dans la mesure oh quatre de ces sujets prEsentaient 
des titres faibles d ' A S A  dans le serum et/ou dans le liquide 
seminal. Par contre, un rEsultat nEgatif en MAR permet 
d'Ecarter l'hypothSse d'une auto-immunisation anti-sper- 
matozoides car, dans cette situation, nous n'avons jamais 
trouvE d'ASA dEtectables par les Immunobilles. Ceci justi- 
fie l'utilisation du MAR comme un premier geste dans la 
recherche des ASA, complEtE, s'il est positif, par la rEalisa- 
tion de I'IBT. 

La detection d'anticorps sur plus de 20% des spermatozoi- 
des mobiles est le critbre de positivit6 retenue par I'OMS, 
mais ce n'est qu'au delh de 50% qu'il faut envisager la 
responsabilit6 des ASA dans l'infertilitE masculine [2]. Par 
ailleurs, les rEsultats obtenus en fEcondation in vitro avec 
les spermatozoYdes de ces hommes dEmontrent bien le fai- 
ble pouvoir fEcondant des populations contenant plus de 
70% de spermatozoi'des prEsentant des anticorps de classe 
IgA et IgG au niveau de la t~te [8, 12]. 

Si la recherche directe des anticorps fixes sur les spermato- 
zoYdes fournit les renseignements nEcessaires h l'Etablisse- 
ment d'un pronostic de l'infenilitE masculine, la recherche 
des ASA dans le sang et dans le liquide seminal permet de 
mieux cerner l'importance du processus immunitaire. 

I l L  R E C H E R C H E  D E S  A N T I C O R P S  A N T I -  

S P E R M A T O Z O I D E S  D A N S  L E S  L I Q U I D E S  

B I O L O G I Q U E S  

La recherche des ASA dans le serum, dans le liquide semi- 
nal et dans le mucus cervical de sujets infertiles se fait 
apr~s transfert passif de ces anticorps sur des spermatozo'i- 
des mobiles provenant de donneurs fertiles. La fixation des 
ASA peut ~tre rEvEIEe par leur effet spermagglutinant ou 
spermimmobilisant (en presence de complement) ou par la 
fixation, dans un deuxi~me temps, des Immunobilles 

(dEcrites plus haut) sur les anticorps pones par les sperma- 
tozoYdes. 

Les techniques de spermagglutination et de spermimmobi- 
lisation, les plus anciennes et les plus couramment utilisEes 
jusqu'h l'adaptation des Immunobilles ~t la recherche des 
ASA, ont ErE assez bien standardisEes par I 'OMS [22] ce 
qui permet une interpretation aisEe des rEsultats publiEs. 
Par contre, l 'utilisation des Immunobilles en technique 
indirecte n 'a pas EtE l'objet d'une standardisation valable. 
Dans la plupart des Etudes publiEes, les dilutions limites 
des liquides biologiques donnant une fixation des billes sur 
environ 50% des spermatozoYdes tEmoins (titre) n'ont pas 
EtE dEterminEes et, pour les faibles dilutions utilisEes (1:2 h 
1:10), la spEcificitE des rEsultats positifs en IBT n'a pas EtE 
validEe par rapport h des populations tEmoins fertiles. Mal- 
grE ces insuffisances, I'IBT est largement utilisE dans la 
recherche des ASA circulants car il permet la detection et 
l 'analyse de toutes les classes d 'ASA contrairement aux 
techniques prEcEdentes, notamment la spermimmobilisa- 
tion qui ne dEtecte que les Igs capables de fixer le complE- 
ment. 

Dans une Etude prEliminaire h la mise en route de I'IBT 
dans notre laboratoire [ 11], nous avons compare cette tech- 
nique h la spermagglutination dans la recherche des ASA 
dans 103 serums et 73 liquides sEminaux : les rEsultats 
Etaient concordants dans 90% des serums et 82% des 
liquides sEminaux. Par ailleurs, le type d 'agglutination 
observe (t~te, flagelle ou mixte) correspondait bien h la 
localisation prEdominante des Immunobilles h la surface 
des spermatozoYdes. A sensibilitE Egale, les avantages lies h 
l'utilisation des Immunobilles nous ont conduit h adopter 
cette technique dont nous discuterons ici 1'application h 
l'Etude des sujets infertiles suspects d'immunisation anti- 
spermatozoides. 

1. Chez l'homme. 

Dans des populations d'hommes infertiles non sElection- 
n6es, la frEquence des rEsultats positifs en IBT serait de 
23% dans le s6rum [4] et de 9,7% dans le liquide seminal 
[7]. Dans une population de 416 hommes sElectionnEs en 
fonction des antEcEdents uro-gEnitaux et/ou d 'une auto- 
agglutination des spermatozoYdes, nous avons dEtectEs 
49% de reactions positives dans le serum et 54% dans le 
liquide seminal. Les classes des ASA observEes Etaient, 
dans la plupart des serums, des IgG, avec des titres pou- 
vant aller jusqu'h 5000, et dans les liquides sEminaux, des 
IgA et des IgG, souvent associEes, avec des titres ne dEpas- 
sant que rarement 50 pour les deux classes d'anticorps. 

Dans la mesure oh des ASA sont dEtectEs dans le serum et 
dans le liquide seminal de la plupart des hommes prEsen- 
tant des anticorps fixes sur les spermatozoides, la recher- 
che des ASA dans des prElEvements de serum, plus faciles 
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Tableau 1 : R6sultats comparatifs du MAR test et du test aux /mmunobilles dans la recherche des anticorps J~c(s sur les spermatozo'fdes. 

M A R  Test ( Billes de latex ) 
Immunobi l les  N6gatif  Positif  ( > 20 % ) Total 

Positif ( > 20 % ) 0 108 108 

N6gatif 43 5 48 

Total 43 113 156 

Concordance  = 96.8 % ; Valeur pr6dictive du M A R  test : Positive = 95.6 % ; N6gative = 100 %. 
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Figure 1 : Corr61ation des r6sultats du Mar et de I ' IBT 
(/gG). 
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~t obtenir et ~ envoyer  au laboratoire, ne suffirait-elle pas 
d6pister  une au to - immuni sa t ion  anti-spermatozoi 'des ? 
Pour r6pondre ?t cette question, souvent pos6e par les clini- 
ciens, nous avons compar6  les r6sultats de la recherche 
directe et indirecte des ASA par les Immunobilles dans 104 
pr616vements de sperme et de s6rum provenants d 'hommes 
suspects d ' au to- immunisa t ion  (Tableau 2). Les r6sultats 
6taient concordants chez 97% des sujets. Mais, si un IBT 
positif dans le s6rum s 'accompagnait  toujours de la pr6sen- 
ce d'anticorps sur les spermatozoa'des 6jacul6s, un r6sultat 
s6rique n6gatif  ne permettai t  pas d '6carter  les r6ponses 
immunes limit6es ~ l 'appareil  g6nital male, comme c'6tait 
le cas pour trois des sujets 6tudi6s. A notre avis, l'utilisa- 
tion du s6rum comme un premier geste dans le d6pistage 
d 'une  infertilit6 auto- immune n 'es t  pas suffisant ; il doit 
~tre compl6t6 ult6rieurement par la recherche des anticorps 
fix6s sur les spermatozoides. 

2. Chez  la femme.  

La recherche  des ASA s6riques par I ' IBT a donn6 des 
rdsultats positifs chez 7,4 ~ 9,8% des femmes infertiles non 
s61ectionn6es [6, 27]. Dans ces mames populations,  la 
marne technique appliqu6e aux mucus cervicaux permettait 
de d6tecter 8,9 et 10,9% de r6actions posi t iv~ [5, 27]. Ces 
pourcentages sont sensiblement proches des 3 h 20% rap- 
portEs dans la litt6rature en utilisant les techniques de sper- 
magglutination et de spermimmobilisation. Dans une s6rie 
de 181 s6rums et 162 mucus cervical test6s par I ' IBT dans 
notre laboratoire, nous avons observ6 respectivement 5,5 et 
7,4% de r6actions positives. Les anticorps s6riques 6taient 
soit des IgG, avec des titres allant jusqu 'a  2000, soit des 
IgA, seules ou associ6es h des IgG, avec des titres au-des- 
sous de 100. Dans le mucus cervical seuls des titres faibles 
d ' IgA ont 6t6 d6tect6s. Dans les populations s61ectionn6es 
en fonction de tests d ' interaction sperme-glaire d6fectueux, 
I ' IBT 6tait posit if  dans le s6rum de 35 et 37,8% de ces 
femmes [4, 30]. 

Comment  interpr6ter les r6sultats positifs obtenus avec les 
Immunobilles appliqu6es au s6rum ou mucus cervical de 

femmes infertiles ? Dans la mesure ofa, dans la plupart des 
6tudes, le titrage des anticorps n 'es t  pas pr6cis6 et comme 
les s6ries 6tudi6es comportent  rarement des contr61es fer- 
tiles, il est difficile d'6tablir la responsabilit6 de ces anti- 
corps dans l'infertilit6 du couple. Si on extrapole les don- 
n6es publi6es sur la r6percussion des anticorps spermag- 
glutinants ou spermimmobilisants sur la fertilit6 des fem- 
mes, la probabilit6 de grossesse chez ces femmes  serait 
fonction des titres s6riques [24]. En effet, des titres 61ev6s 
d ' A S A  circulants s ' accompagnent  de la pr6sence d 'anti-  
corps dans les liquides folliculaires [13, 16] pouvant agir 
au moment  de la rencontre des spermatozo/des avec l 'ovo-  
cyte, en empEchant la f6condation [26]. De plus, la pr6sen- 
ce parall61e d 'ASA dans le mucus cervical peut emp~cher 
des degr6s divers, selon le taux et la classe des anticorps, la 
mont6e des spermatozoides dans les voles g6nitales. 

IV. C O N C L U S I O N  

Nous disposons aujourd'hui  de techniques fiables et 
sensibles permettant la recherche directe des anticorps 
fixes sur les spermatozo'ides. Dans le d~pistage de cette 
auto-immunisation, ie MAR test nous semble le plus 
indiqu~ par la facilit~ de sa r~alisation. En cas de MAR 
positif, le r~sultat doit ~tre confirm~ par rIBT qui per- 
met de mieux d~finir la classe des anticorps et leur loca- 
l i sat ion  h la surface  des s p e r m a t o z o i d e s ,  donn~es  
importantes pour r~valuation de la responsabilit~ des 
anticorps dans l'infertilit~ du sujet. 

La recherche des ASA dans le s~rum et dans le liquide 
s~minal des hommes infertiles peut ~tre faite, en com- 
pigment de la recherche directe dans le sperme, en utili- 
sant les Immunobi l les  en technique indirecte.  Cette 
technique permet aussi de rechercher les ASA dans le 
s~rum et dans le mucus cervical de femmes infertiles 
suspectes d' immunisat ion anti-spermatozo~des. Pour 
pouvoir d~finir la responsabilit~ de ces anticorps dans 
l'~tat d'infertilit~ du couple, les r~sultats doivent ~tre 
exprim~s en titres et valid~s par rapport h des popula- 
tions contrSles fertiles. 

Tableau 2 : R~sultats comparatifs des Immunobilles dans la recherche des anticorps fix6s sur les spermatozo~des et des anticorps dans le 
s~rum. 

Immunobilles (S~rum) 
Immunobilles (Spz) N~gatif Positif Total 

Posifif :~::::: 3 : :  7~ : : : : ! : : : : : :  76 ~::::: 

N6gatif 28 0 28 

Concordance = 97 % ; Valeur pr6dictive de I'IBT dans le s6rum : Positive = 100 % ; N6gative = 90.3 %. 
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ABSTRACT 

Antisperm antibodies: critical evaluation of 
detection assays and clinical significance of 

antibodies to sperm surface antigens in infertile 
couples. 

Marta de Almeida 

of infertility. At present, and in the absence of stan- 
dardized assays able to identify the antigens invol- 
ved in each individual immune reaction, ant ibody 
assays, as detected by the IBT assay, in the serum 
and/or genital secretions of infertile subjects might 
provide useful clinical guidance. 

Key-words: infertility, spermatozoa, antibodies, MAR, 
immunobeads 

Since the f i rs t  pub l i ca t ion  on the detect ion of 
sperm-agglu t inat ing ant ibodies in infert i le men, 
mult iple assays have been descr ibed. The most 
useful tests are able to detect antibodies bound to 
the sperm membrane of motile spermatozoa. The 
immunobeads test (IBT) is considered to be the 
most advantageous in terms of its sensitivity, the 
low incidence of false-positive results, and its abili- 
ty to localize antibodies of different immunoglobulin 
classes on the sperm surface. 

The IBT assay can be used in paral lel  wi th the 
mixed antiglobulin reaction (MAR), to detect sperm- 
associated antibodies in the ejaculates of infertile 
men, the most rational way to test for antisperm 
antibodies (ASA) in males. In view of the high level 
of agreement between the two assays, MAR, the 
easier of the two, may be used as a first step in the 
detection of these antibodies. A positive MAR must 
be confirmed by IBT, as this assay is more specific 
for the detect ion of IgA ant ibodies.  The cl inical 
s ign i f i cance of sperm-assoc ia ted  ant ibod ies  is 
usually established according to the proportion of 
motile spermatozoa coated with immunobeads, its 
c lass and its local izat ion on the sperm surface. 
However, binding of immunobeads does not provide 
any information about the antigens against which 
the antibodies are directed. As the functional effects 
of sperm-associated antibodies may vary as a func- 
tion of their  antigenic specif icit ies, other assays, 
using pur i f ied fer t i l izat ion related ant igens, are 
necessary to establish, for each individual, the spe- 
cific impact of the antibodies on the fertilization pro- 
cess. 

The indirect  IBT assay has recently become the 
most widely used test to detect the various classes 
of ASA in serum and cervical mucus of inferti le 
women and in the serum and seminal fluid of inferti- 
le men, in combination with the direct assay descri- 
bed above. However, in most laboratories, it is per- 
formed with only one dilution of the biological fluid 
tested, usua l ly  a low d i lu t ion,  so that  ant ibody 
levels of no significance for fertility could be detec- 
ted. This may explain a recente debate (Human 
Reprod, 1999) on the significance of ASA as a cause 
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