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I. INTRODUCTION 

L'enqu~te realisee aupres des six centres sollicites s'est 
interess6e aces deux aspects, essentiels en pratique et 
qui sent par ailleurs, rarement 6voques dans la litterature 
[6]. 

Concernant les medalit~s techniques de recuperation 
des spermatozo'fdes, le probleme qui se pose d'emblee 
dans le cas des cryptozoospermies et des oligospermies 
inferieures a 100.000 spermatozoides dans la totalite de 
I'r est le plus souvent I'absence de spermatozoi"de 
observe Iors d'un examen conventionnel, tel qu'il est pre- 
conise par I'OMS [8]. Tout devra donc ~tre mis en oeuvre, 
Iors du bilan, pour deceler quelques spermatozoides, eva- 
luer la possibilite de les utiliser en ICSl et permettre peut- 
~tre ainsi d'eviter le recours a une biopsie testiculaire. 
Darts I'hypothese, favorable, oQ une tentative d'ICSl est 
envisageable, la question se pose alors de proposer et de 
realiser une autoconservation prealable, afin de pallier 
une eventuelle absence de spermatozoides injectables le 
jour de I'ICSI. 

II, MATC:RIEL ET METHODES 

L'enqu~te a ete realisee aupres de six centres 
d'Assistance Medicale a la Procreation (AMP). Elle concer- 
nait tous les patients presentant moins de 100 000 sper- 
matozoides totaux dans leur ejacul&t Iors des bilans pre- 
alables a la tentative d'AMP et qui ont ete pris en charge 
en ICSl entre le 1 janvier 1998 et le 31 decembre 2002. 

Concernant la recuperation et la congelation de spermato- 
zoides dans ces situations, le questionnaire qui a ete sou- 
mis a chaque centre avait pour premier objectif de recen- 
ser les techniques particulieres mises en oeuvre, concer- 
nant tant I'examen direct des rares spermatozoides ejacu- 
les que leur recherche approfondie (voir present numero 
page 212). Le deuxieme volet du questionnaire s'interes- 

sait & la congelation eventuelle de spermatozoides dans 
ces indications, a savoir notamment le type de fraction 
congelee, le cryoconservateur et le type de paillettes utili- 
sees. Enfin, le questionnaire visait & recenser les autocon- 
servations realisees darts chaque centre et la qualite des 
paillettes congetees (voir present numero page 215). 

III. RI2SULTATS 

Le recueil de sperme ne fait pas I'objet de consignes par- 
ticulieres ; la plupart des centres privilegient le recueil d'un 
ejacul&t unique dans les oligospermies extr6mes et ne pro- 
posent de recueil double qu'en cas d'hypospermie ou de 
cryptozoospermie afin d'optimiser la probabilite de retro- 
uver des spermatozoides. 

1. Examen direct 

L'examen direct est standardise dans chaque centre. 

II consiste & deposer apres liquefaction entre lame et 
lamelle 1 & 3 gouttes de sperme de 10 a 20pl chacune qui 
sent ensuite examinees dans leur totalite. II est aussi pos- 
sible d'utiliser une cellule de Thoma ou une chambre de 
Makler. Dans tousles cas, I'observation se fait au micro- 
scope photonique aux grossissements 200 ou 400. 

Lors de cette observation, dans chaque centre, on prece- 
de & un comptage precis des spermatozoides, ce qui, rap- 
porte au volume total, permet d'estimer le nombre total de 
spermatozoides dans I'ejacul&t. 

La mobilite de chaque spermatozoide est analysee dans le 
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meme temps, et classee en progressif rapide (a), progres- 
sif lent (b), mobile sur place (c) et immobile (d), conforme- 
ment aux criteres de I'OMS [8]. 

La vitalite n'est appreciee des I'examen direct que dans un 
seul centre en colorant les spermatozofdes & I'eosine nigro- 
sine. 

En dehors de la vitalite dont I'estimation fait I'objet de diver- 
gences entre les 6 centres, il semble que globalement la 
methodologie de rexamen direct soit comparable. 

2. Recherche approfondie de spermatozoTdes 

a) Prdparation d'une fraction concentrde 

De fas a concentrer les spermatozoi'des dans un volume 
faible, elle consiste pour cinq des six centres ~ centrifuger 
la totalite de I'ejacul~t a deux reprises (1500 a 3500 tr/mn 
pendant 5 a 20 mn). Si le nombre de spermatozofdes sem- 
ble suffisant, ces centrifugations-lavages sont suivies d'une 
migration ascendante (mini swim-up) ou sur gradient de 
percoll. 

Un seul centre effectue de maniere systematique une 
migration directe sur un gradient de PureSperm (Nidacon, 
Gothenburg, Suede, distribue par J. C. Diffusion, Lyon, 
France). La totalite de I'ejacul&t est repartie par aliquots de 
1 ~ 1,5ml sur 2 couches de gradients 90/45 qui sont cen- 
trifuges a 1400tr/mn pendant 20 minutes. Apres lavage en 
milieu P1 (Medicult, France), les spermatozo'i'des sont 
concentres dans un culot compris entre 100 et 150 lal. 

b) Analyse de la fraction concentr~e 
Pour chaque centre, I'analyse de cette fraction est realis6e 
selon la memo procedure que cello de I'examen direct. Elle 
est associee dans 3 centres a I'observation d'une goutte de 
3 & 10pl au microscope inverse, sous hullo. Dans tousles 
cas, le nombre et la mobilite des spermatozo'i'des sont 
nouveau evalues sur cette preparation. 

Dans tous los cas d'asthenospermie importante (mobilite a 
+ b) ou totale (100% immobiles), la vitalite des spermato- 
zoTdes devient un parametre indispensable [5] et elle est 
estimee soit par hypo-osmotic swelling test (HOS) soit par 
un test a la pentoxyphylline [8] 

3. Congelation de sperme 

Solon los centres interroges et en cas de cryptozoospermie, 
elle est quasi systematique dans certains centres ou ciblee 
sur des indications specifiques pour d'autres. Elle est alors 
proposee en cas de fluctuation importante des parametres 
spermatiques, de crainte d'aggravation ou de difficultes de 
recueil. La mise en evidence Iors du bilan de microdeletion 
du chromosome Y o u  de remaniement chromosomique 
constitue egalement une indication & I'autoconservation. 

Un centre n'ayant pas pratique d'autoconservations chez 
les patients presentant une cryptozoospermie dans la 
periode consideree, la congelation de sperme a concerne 
70 patients sur 99 (70,7%) dans les cinq autres centres. 
Elle a ete proposee a 81,5% des patients presentant les 
numerations les plus basses (Groupe 1) et & 65,3% de ceux 
du Groupe 2. 

Au fil des annees, cryoconservateur et type de paillettes ont 
evolue, de sorte qu'actuellement, dans les cinq centres, le 
Sperm Freeze (FertiPro, Beernem, Belgique, distribue par 
J. C. Diffusion, Lyon, France) est le seul cryoconservateur 
utilise, aux dilutions 1/2, rarement 2/3, et la conservation est 
toujours effectuee dans des paillettes haute securite. 

C'est au niveau des modalites de la congelation que les dif- 
ferences entre les centres sont les plus marquees (Tableau 
1). 

Ces differences sont directement en relation avec la fraction 
congelee. Selon qu'il s'agisse de sperme entier, concentre 
ou migre, le nombre moyen de paillettes realisees par 
patient varie en moyenne de 3,1 a 15,3 avec des valeurs 
extremes de 1 ~ 34. II en est de meme pour les numerations 
de spermatozofdes totaux et mobiles par paillette. En fait, 
seul le centre 3 congele une fraction migree de spermato- 
zofdes, selon la technique decrite precedemment par 
Guthauser et al. [1]. Cette technique de congelation en 
microgouttes consiste a preparer des paillettes contenant 
une fraction de 25 ~ 501al de spermatozoi'des migres, diluee 
au 1/2 dans du Sperm Freeze (FertiPro, Beernem, Belgique, 
distribue par J. C. Diffusion, Lyon, France), entouree de 2 
bulles d'air e ta  chaque extremite d'une bulle de milieu. 

Compte tenu de la qualite aleatoire des paillettes avant 
congelation, les 5 equipes interrogees effectuent des tests 
de decongelation, soit frequemment, soit en raison d'un 
nombre juge insuffisant de spermatozo'i'des mobiles obtenu 
avant congelation (Tableau 2). Au total, 37 autoconserva- 
tions sur 70 ont fait I'objet d'un test de decongelation avant 
stockage des paillettes et dans 4 cas, un test de vitalite 
HOS a ete realise en raison d'une absence totale de mobi- 
lite residuelle apres decongelation. 

Enfin, au terme de ces differents tests, 58 des 70 tentatives 
de congelation de spermatozo'fdes ont ete jugees utilisables 
(Tableau 3). 

IV. D ISCUSSION 

Cette etude retrospective s'inscrit dans une demarche de 
prise en charge specifique des patients presentant une oli- 
gospermie extreme, une cryptozoospermie, voire une 
azoospermie non obstructive. L'examen conventionnel du 
sperme tel qu'il est decrit par I'OMS [8] peut en effet s'ave- 
rer faussement negatif. En particulier dans les cas d'a- 
zoospermie non obstructive, Ron-EI et al. [6] avaient mon- 
tre que la recherche approfondie de spermatozofdes avait 
ete positive chez 17 patients sur 49, permettant ainsi d'evi- 
ter d'effectuer une biopsie testiculaire et de recourir a une 
ICSI avec des spermatozo'fdes ejacules et un pronostic 
comparable [2]. Ceci demontre I'interet majeur de tout met- 
tre en oeuvre pour parvenir ~ recueillir ces rares spermato- 
zo'i'des et eventuellement de repeter cette recherche appro- 
fondie sur un autre ejacul&t, voire en proposant au patient 
un delai d'abstinence augmente (14 jours) dans les cas les 
plus sev~res [4], ce qui ne semble pas en usage pour les 
six centres mentionnes. 

Cette recherche approfondie est realisee le plus souvent 
par une succession de centrifugations lavages associee ou 
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Tableau 1 : Modali tes de la congelation des spermatozo'(des dans les diffdrents centres prat iquant I 'autoconservation. 

CENTRE 1 2 3 4 5 

Paillettes a N / HS 

Cryoprotecteur b Sperm Freeze 
et dilution 1/2 

Sperme Entier 

Nombre de paillettes/ 15,3 
patient c (10-20) 

Nombre moyen de 33 340 
spz/paillette c (20-50 000) 

Nombre moyen 1,5 
de spz mobiles/ (0-5) 
paillette c 

N / HS N / HS N / HS N / HS 

Sperm Freeze Freezing medium Cryosperm Cryosperm 
2/3 Sperm Freeze 1/2 Sperm Freeze 1/2 Sperm Freeze 1/2 

Concentr~ Migr~ Microgouttes Entier ou Concentre ou 
concentrd entier 

3,1 3,1 5 6,4 
(1-7) (1-6) (1-34) (2-18) 

25 923 1 345 55 676 4 510 
(5 000-100 000) (54-6 600) (1500-100 000) (100-15 000) 

2 554 721 15 891 1 601 
(50-7 000) (0-4 000) (500-90 000) (24-3 000) 

a : Paillettes : N = Normale ; HS = Haute Securite. 
b : Cryoprotecteurs : Freezing medium ./mine Scientific, California, USA ; Cryosperme : Biomedica, Boussens, France ; 

Sperm Freeze : FertiPro, Beernem, Belgique. 
c : Valeurs moyennes et valeurs extremes entre (). 

Tableau 2 : Frdquence et indication de ddcong~lation et de vitalit~ (aprds d~congdlation) dans les 5 centres prat iquant 
I 'autoconservation. 

CENTRE 1 2 3 4 5 TOTAL 

Nombre tests de 
ddcong(Hationl hombre 
d'autoconservations 

3/3 11/13 18/24 3/25 2/5 37/70 

Indication Systematique Quasi Quasi < 10 000 spz < 2 000 spz 
systematique systematique mobiles/paillette mobiles/paillette / 

Nombre tests de 
v i ta l i t6 /nombre tests 
de d(~congelation 0/3 0/11 4/18 (HOS) 0/3 0/2 4/37 

Tableau 3 : B i lan des autoconservat ions effectudes dans chaque centre p ra t iquan t  I 'autoconservat ion.  

CENTRE 1 2 3 4 5 TOTAL 

Nombre de tentatives 
d'autoconservation 

Nombre d'autoconservations 
utilisables 

3 13 24 25 5 70 

1 13 20 22 2 58 

2 2 5  



non & une migration sur gradient. Darts tous les  cas o~ des 
spermatozoides sont retrouv6s dans le culot final (au micro- 
scope photonique & contraste de phase ou au microscope 
inverse), il convient ensuite de pouvoir ~valuer pr6cis~ment 
le nombre de spermatozofdes disponibles et leur mobilitY, 
voire leur vitalit~ en cas d'asth6nospermie majeure ou tota- 
te. Au terme de cette recherche approfondie, il sera en effet 
n6cessaire d'etre en mesure d'apprecier si une tentative 
d'ICSI est envisageable ou non. De plus, si une ICSI est 
pratiquee, on devra etre en mesure de correler les resultats 
de I'ICSI avec la quantification precise des parametres 
spermatiques, la qualite embryonnaire semblant affectee 
darts les cas de cryptozoospermie tres severe [7]. 

Compte tenu de la variabilite intra individuelle possible des 
param6tres spermatiques de ces patients, une autoconser- 
vation de spermatozoides a ete proposee a la grande majo- 
rite des patients de notre serie, prealablement & toute ten- 
tative. Cette attitude se justifie d'autant plus que Kuczinski 
et al. [3] n'ont pas observe d'effet deletere de la congelation 
de spermes pathologiques sur les taux de fecondation et de 
grossesse apres ICSI. 

En pratique les modalites de congelation dans les centres 
interroges different pr incipalement q u a n t a  la fraction 
congelee, selon qu'il s 'agisse de sperme entier, de sperma- 
tozofdes laves et concentres ou de spermatozoi'des selec- 
t ionnes par migration. Lorsqu'il s'agit de sperme entier, le 
nombre de paillettes est le plus important. Si I'on compare 
la cong61ation de spermatozofdes laves et concentres & la 
congelation de spermatozofdes migres, le nombre moyen 
de pail lettes conservees par pat ient est comparable. 
Toutefois, I 'avantage de congeler  des spermatozoides 
migres [1] est double : i) faciliter la recherche des sperma- 
tozoides apres decongelat ion et ii) obtenir des spermato- 
zoi'des prets ~ etre injectes, debarrasses d'eventuels debris 
cellulaires qui nuiraient & la microinjection. 

Lorsque les parametres initiaux sont tres alteres, notam- 
ment du fait d'une asthenospermie majeure avant congela- 
tion, il semble judicieux de s 'assurer que les paillettes auto- 
conservees seront utilisables, leur finalite etant de remedier 

une eventuelle absence de spermatozoides injectables le 
jour de I'ICSI. II est donc utile de proceder & un test de 
decongelat ion visant a evaluer la survie des spermatozoi- 
des. Dans notre serie, 12 des 70 autoconservations reali- 
sees se sont ainsi averees inutilisables et parmi les 58 auto- 
conservations jugees de qualite suffisante, 7 ont ete utili- 
sees pour les tentatives d'ICSI. 

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

Cette dtude r~alis(~e dans six centres ddmontre I'intdr~t 
de mettre en oeuvre une technique de recherche appro- 
fondie de spermatozoi"des dans tous les cas d'a- 
zoospermie et d'oligospermie extreme. L'dvaluation 
prdcise du hombre de spermatozd(des mobiles dispo- 
nibles permet d'appr(~cier la faisabilite de I'ICSI et peut- 
~tre d'dviter de recourir a la biopsie testiculaire. Dans 
notre experience, I'autoconservation de ces spermes 
pauvres semble ~tre de rigueur, de prefdrence avec une 

technique de microcongdlation, afin de pallier & une 
dventuelle absence de spermatozofde injectable le jour 
de la tentative, 
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