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R E S U M E  

Un quest ionnaire  d~tailld ~ ~t~ envoy~ 
de nombreux  laboratoires  d'analyses 

m~dica les  priv~s c o m m e  hospi ta l iers .  
N o u s  avons  o b t e n u  214 r~ponses .  La 
majorit~ des laboratoires  part ic ipant  
c e t t e  e n q u ~ t e  r ~ a l i s e n t  m o i n s  de  5 
spermogrammes  par semaine,  seuls  74 
laboratoires  ont  une activit~ sup~rieu- 
re et  p e u v e n t  ~tre cons id~r~s  comme 
special ists .  

Parmi  les  d i f f~ren t s  i t ems  p r o p o s e s ,  
c e u x  p o r t a n t  sur  la c o n s e r v a t i o n  du 
sperme, l '~valuation de la viscositd, la 
numerat ion,  l '~valuation de la mobili-  
td, le spermocytogramme et l'~tude des 
ce l lu l e s  rondes ,  r~v~ lent  une  grande  
disparit~ des m~thodologies .  

L ' a n a l y s e  de  c e s  v a r i a t i o n s  m e t  de  
m e t t r e  en  ~ v i d e n c e  des  d i v e r g e n c e s  
importantes  dans des prat iques  d~ter- 
m i n a n t e s  pour  la p u i s s a n c e  d iagnos-  
t ique du spermogramme.  

Le groupe de travail  demande  la mise  
en oeuvre  de prat iques  s imples ~ r~ali- 
ser  de m a n i ~ r e  ~ se  r a p p r o c h e r  des  
r e c o m m a n d a t i o n s  de I'O.M.S. : tra-  
vai l ler  ~ 37 ~ ut i l i ser  les crit~res de 
I'O.M.S. pour ~valuation de la mobilitd 
et  du degr~ de t~ratospermie:  un for- 
m a t  c o m m u n  de  c o m p t e - r e n d u  d e s  

rdsultats, ~labor~ par le groupe de tra- 
vail, est  propos~ pour completer  cette  
d~marche.  

Mats  vlds : Spermogramme ; Pratiques ; Procd- 
dares. 

Un questionnaire ~labor~ par le groupe de 
travail  "Assurance de Qualit~ en Biologie 
de la Reproduc t ion"  a ~t~ d is t r ibu~ aux 
membres  des soci~t~s : BLEFCO, CECOS, 
SALF et SFBC. Nous remercions les secre- 
tariats  de ces soci~t~s de leur aide pr~cieu- 
se. 

Sur les 2 500 ques t ionnai res  ainsi distri- 
bu~s, nous aeons re~u 214 r~ponses. I1 est 
difficile de savoir combien de laboratoires 
ont ~t~ effectivement contact ,s  puisque plu- 
s ieurs  membres  d 'un laboratoire  peuvent  
appartenir  ~ une m~me soci~t~ et certains 
biologistes peuvent  ~tre membres  de plu- 
sieurs soci~t~s. En outre, sont membres de 
la SFBC des laboratoires d'analyses m~di- 
cales qui ne r~alisent pas d'analyses de bio- 
logie de la reproduction. 

D'apr~s les agr~ments donn~s par le Minis- 
t~re de la Sant~ on compte en France : 23 
cent res  p r a t i q u a n t  le don de sperme,  89 
centres prat iquant  la f~condation in vitro et 
96 l abo ra to i r e s  au tor i s~s  ~ p r e p a r e r  du 
sperme en vue d'ins~minations, soit au total 
208 laboratoires ,  au maximum, ayant  un 
agr~ment. 
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La premiere question concernait le niveau 
d'activit~ du laboratoire. Elle a ~t~ ~valu~e 
en fonction du nombre de spermogrammes 
r~alis~s par semaine (Figure 1). Ainsi, nous 
avons ~t~ surpris de constater que la majo- 
rit~ des laboratoires ayant  r~pondu r~ali- 
sent moins de 5 spermogrammes par semai- 
ne ; seuls 74 ont une activit~ de plus de 5 
spermogrammes. Le nombre r~duit de labo- 
r a t o i r e s  s p e c i a l i s t s  a y a n t  accep t~  de 
r~pondre au questionnaire montre que l'as- 
su rance  de quali t~ n 'es t  pas  encore  une  
priorit~ dans notre specialitY. Un exemple : 
seulement 13 CECOS sur 22 nous ont ren- 
voy~ le document, pourtant  ces centres ont 
une pratique r~guli~re du contr61e de quali- 
tY. 

20 ~ 60 

5 ~ 50 

0~5 
Figure  1 : R d p a r t i t i o n  des l a b o r a t o i r e s  
ayant  part ic ipd ~ l'enqu$te en fonction du 
nombre  de s p e r m o g r a m m e s  rdalisds p a r  
semaine. 

LE QUESTIONNAIRE 

L'esprit, dans lequel ce questionnaire a ~t~ 
prepare, ~tait de pouvoir recenser les diff~- 
rentes pratiques de la totalit~ de la chaine 
des ~v~nements, de l'arriv~e du patient au 
laboratoire, ~ l'exp~dition des r~sultats. Ce 
questionnaire ~tait ~ la fois precis et lais- 
s a i t  des  e s p a c e s  p o u r  des  r ~ p o n s e s  
ouver tes .  En outre ,  il ~tai t  demand~  de 
j o ind r e  dans  la m e s u r e  du poss ib le  des 
d o c u m e n t s  (gr i l le  d ' a n a l y s e  et  r~ponse  
type). Ces documents  joints nous ont per- 

mis de constater que sous un intitul~ iden- 
tique existaient de nombreuses variantes et 
que ,  d a n s  c e r t a i n s  cas ,  l ' homog~n~ i t~  
n'~tait qu'apparente. 

Les diff~rents points  t echniques  abord~s 
~taient : 

�9 precautions avant  pr~l~vement 

�9 recueil et r~ceptacles 

�9 liquefaction 

�9 conditions de conservation du sperme 

�9 mesure du volume 

�9 ~valuation de la viscosit~ 

�9 numerat ion des spermatozo~des 

�9 ~valuation de la mobilit~ 

�9 spermocytogramme 

�9 ~tude des cellules rondes 

R E S U L T A T S  

Les items concernant l'hygi~ne de pr~l~ve- 
ment  et l'~valuation du volume et de la vis- 
cos i t~  ne  m e t t e n t  pas  en ~ v i d e n c e  de 
grosses divergences ; par contre, la conser- 
vation du sperme, la liquefaction, la num~- 
ration, l '~valuation de la mobilitC le sper- 
m o c y t o g r a m m e  et  l ' ~ t ude  des  c e l l u l e s  
r o n d e s ,  r ~ v M e n t  une  g r a n d e  d i v e r s i t ~  
m~thodologique. 

1. Conservat ion du sperme 

Sur  les 214 l abo ra to i r e s  a y a n t  r~pondu  
seuls 140 conservent le sperme ~ l'~tuve 
37 ~ C, les autres  laboratoires conservent le 
sperme ~ temperature  ambiante. 

2. Evaluat ion du temps de l iquefact ion 
et de la viscosit~ 

Ce temps d~pendant de la temperature ,  il 
n'est pas possible de comparer les r~sultats 
si la conservation de l'~jaculat ne se fait pas 

temperature  normalis~e. 

Parmi les 140 laboratoires travail lant  h 37 ~ 
C, 84 ~valuent la viscosit~ h 30 minutes et 
56 apr~s 20 min. 
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3. N u m e r a t i o n  

Le type de cellule choisi est tr~s vari~, 78 
ut i l isent  une cellule de Malassez,  58 une 
cellule de Thoma, 30 une cellule de Makler, 
mais  les ce l lu les  de Kova, N e u b a u e r  et  
Cyturine sont ~galement utilis~es. 

Si la cellule de Makler ne n~cessite pas de 
dilution, pour les autre cellules, 74 diluent 
au 1/10e ou 1/20e alors  que 42 dquipes  
adaptent  la dilution h la concentration esti- 
m~e du sperme. 

103 laboratoires lisent une seule grille, 74 
lisent deux grilles et font la moyenne. 

4. Mobilit~ 

Sur  les 214 l abo ra to i r e s  a y a n t  r~pondu 
seuls 34 dvaluent  la mobilit~ de mani~re 
objective par CASA, 18 utilisent un appa- 
reil Hamilton, 8 par un ATS 40 et 1 par un 
Cell Track. 

La lecture subjective se fait pour 70 labora- 
toires au microscope h contraste de phase et 
122 laboratoires disent  ut i l iser  un micro- 
scope h transmission. 

Le grossissement est tr~s variable, 55 utili- 
sent un faible grossissement (10 ou 25 X), 109 
utilisent le 40 X et 2 laboratoires le 100 X. 

La p repara t ion  de l '~chantil lon pr~sente  
~galement de grosses variations : 76 labora- 
toires calibrent leur goutte en fonction de la 
taille de la lamelle et 89 laboratoires tra- 
vaillent h une tempr~rature de 37 ~ 

Le nombre de lectures est : pour 10 labora- 
toires de 1 fois h 1 heure, pour 78 de 2 fois 
(1 et 4 h), pour 43 de 3 lois (1, 3 et 6 h) et 30 
laboratoires font plus de 3 lectures. 

5. S p e r m o c y t o g r a m m e  

La coloration est  pour  61 labora to i res  le 
Schorr, 58 le M.G.G., 35 le Papanicolaou, 8 
le Test simplet (Boehringer) et 19 utilisent 
des colorations diverses. 

L 'observa t ion  es t  fa i te  pour  180 labora-  
toires au 100 h immersion et 34 utilisent un 

grossissement de 40 X et moins. 

La grille de lecture utilis~e est  variable 
plusieurs points. 

104 laboratoires se r~Ferent fi la grille de 
David, 24 h celle de I'OMS, 4 h celle de Kru- 
ger et 4 h des grilles simplifi~es ; mais l'~tu- 
de des documents joints montre que l'intitu- 
l~ : grille de David cache une grande h~t~- 
rog~n~it~. En effe t  les gr i l les  que nous  
avons pu ~tudier  ~taient  pour par t ie  des 
grilles correspondant h celles propos~es par 
David en 1974 mais  d ' au t r e s  correspon-  
daient  ~ des amdliorations apport~es pro- 
gress ivement  par  l'~quipe David puis par  
l'~quipe Jouannet.  

L'I.A.M. (Indice d'Anomalies Multiples) est 
calcul~ par 95 laboratoires sur les 214. 

6. Etude  des  ce l lules  rondes  

Si les cellules rondes sont r~guli~rement 
compt~es lors de la numeration des sperma- 
tozoides, seuls 54 laboratoires r~alisent une 
mise en dvidence de la pe roxydase  pour  
caract~riser les polynucl~aires. 

162 laboratoi res  recherchen t  les polynu- 
cl~aires sur  les frottis et 134 d 'entre eux 
~tudient la morphologie de l 'ensemble des 
cellules rondes. 

DISCUSSION 

Une premiere remarque s'impose : il existe 
une tr~s grande dispersion dans les pra- 
tiques. 

Elles ont besoin d 'e tre  normal is~es  pour  
~viter de trop importantes dispersions dans 
les r~sultats d'une analyse qui s'av~re dans 
la prat ique des plus importantes  pour les 
~tapes u l t~r ieures  de l 'explorat ion d 'une 
stdrilit~ conjugale. 

1. T e m p d r a t u r e  de  c o n s e r v a t i o n  de  
l '~jaculat et t emps  de l iquefact ion  

Une premiere proposition est de conserver 
le sperme et de rdaliser les diff~rentes ana- 
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lyses ~ 37 ~ Ce param~tre  joue  un r61e 
important  sur la vitesse de liqu6faction, la 
mobilit6 et la survie des spermatozoides.  
L 'ut i l isat ion d 'une 6tuve et d 'une plat ine 
microscopique  chauf fan te  p e r m e t  facile- 
ment  de maintenir  le sperme ~ cette tempe- 
rature pendant  routes les manipulations. 

La lecture de la viscosit6 apr~s 30 minutes 
d'incubation ~ 37 ~ semble 6tre la condi- 
tion standard pour ~valuer le processus de 
liqu6faction. 

2. Numerat ion  

L'u t i l i sa t ion  de diff~rentes  cel lules peu t  
6tre un fac teur  de var ia t ion .  Une  6 tude  
comparat ive entre la cellule de Makler  et 
les d i f f6ren ts  h~mocy tom~t re s  doit  6tre 
entreprise pour 6valuer une 6ventuelle dis- 
cordance des r6sultats. 

En outre,comme le pr6conise le manuel  de 
I'OMS, la dilution du sperme avant num6ra- 
tion doit ~tre adapt~e ~ la concentration 6va- 
lu6e lors de la premiere analyse de la mobilit6. 

La lecture de deux grilles par dilution per- 
met de v6rifier l'homog6n6it~ de la dilution. 
Lorsqu'il existe une diff6rence trop impor- 
tante entre les deux num~rations, une nou- 
velle dilution doit 6tre r6alis6e. 

3. Evaluat ion de la mobilitd 

En d e h o r s  de l ' u t i l i s a t i o n  d ' a n a l y s e u r  
d ' images ,  l '6va lua t ion  de la mobil i t6 es t  
subjective et d6pend en grande partie des 
crit~res de l 'observateur. Avant  de vouloir 
essayer  de normaliser  ces crit~res subjec- 
tifs, il est imp6ratif  que les conditions d'ob- 
servation soient str ictement d~finies. 

�9 L'utilisation d'un microscope ~ contraste 
de phase avec une platine chauffante et 
6quip6 d'objectifs 10 x, 20 ou 25 x et 6ven- 
tue l l ement  40 x est  indispensable  pour 
bien observer les spermatozo~des mobiles 
et immobiles, l 'utilisation d'un microscope 

t ransmiss ion  sures t ime  le hombre  de 
spermatozoa'des mobiles. 

�9 Une goutte calibr6e 10 ~l pour une lamel- 
le 22 x 22 mm : cette pr6caution permet  
d 'observer  les spermatozo~des dans  des 
conditions reproductibles. Dans ces condi- 
tions l '6paisseur est suffisante pour per- 
met t re  au mouvement  du spermatozo~de 
de se d6rouler normalement.  

Les mouvements  doivent 6tre class6s sui- 
vant  les crit~res de I'OMS. 

A- rapide et progressif 

B- lent ou faiblement progressif 

C- mobile mais non progressif 

D- immobile 

Les mouvements hyperactiv6s doivent 6tre 
signal6s s6par6ment. 

4. Spermocytogramme 

Le manuel  de I'OMS pr~conise la coloration 
de Schorr ou de Papanicolaou. 

Des contrSles de qualit~ ont d6montr6 que 
l 'utilisation d 'autres colorations que celles 
r ecommand6es ,  a u g m e n t e  le n o m b r e  de 
spermatozo~des normaux ; une analyse plus 
fine a montr6 que les anomalies du flagelle 
6 t a l en t  sous -e s t im6es  car  mal  vues  pa r  
insuffisance de contraste. 

Devant  l ' importante variation des grilles de 
lecture, m6me si elles se r6f'erent pour une 
majorit~ ~ la grille de David, il existe un 
g rand  besoin  de normal i sa t ion .  Ainsi  le 
g roupe  de t r ava i l  p ropose  une  syn th~se  
entre la classification de David avec celle 
propos6e par I'OMS de 1994. 

Dans cette classification sont not6s : 

�9 les anomalies de forme et de taille de la t6te 

�9 les anomalies du col et de la piece inter- 
m~diaire 

�9 les anomalies du flagelle 

�9 les restes cytoplasmiques. 

Cette classification n'~tant pas en contradic- 
tion avec la classification de David, le groupe 
propose une nouvelle pr6sentation qui asso- 
cie les deux classifications (Figure 2). 
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A-  FORMES TYPIQUES : 

SPERMOCYTOGRAMME 

B - FORMES ATYPIQUES : 

1. TETE 

Allong6e (a) 

Amincie (b) 

Microc6phale (c) 

Macroc6phale(d) 

TStes multiples (e) 

Base anormale (f) 

Acrosome absent ou anormal (g) 

2. RESTE CYTOPLASMIQUE (h) 

3. PIECE INTERMEDIAIRE 

GrSle (i) 

Angul6 (j) 

4. FLAGELLE 

Absent (k) 

Ecourt6 (1) 

Calibre irr6gulier (m) 

Enroul6 (o) 

Multiple (p) 

I 

V- 

I 
[-- 
[-- 

M 

I 
I.A.M. 

Figure 2 : ModUle de grille de rendu d'analyse du spermocytogramme proposd par  le Grou- 
pe de Travail :"Assurance de qualitd ren Biologie de la Reproduction" 
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Le calcul de l'Indice d'Anomalies Multiples 
( IAM) es t  le p a r a m ~ t r e  qui ,  lo rs  des  
contr61es des qualit~ devient le plus rapide- 
men t  precis,  puis  exact  (voir l 'ar t icle de 
BOURGUIGNAT et Coll.), il est dommage que 
dans de nombreux  laboratoi res  il ne soit 
pas calculi. Cet indice est le rapport  entre 
le n o m b r e  d ' a n o m a l i e s  o b s e r v ~ e s  et  le 
nombre de spermatozoYdes anormaux. 

Pour renforcer la puissance diagnostique de 
l'indice il faut savoir qu'il est possible d'ob- 
server jusqu'~ 4 anomalies par  spermato- 
zoYde. 

5. Cel lules  rondes  

Les cellules rondes consti tuent un ~l~ment 
important  du spermogramme lui conf~rant 
une puissance diagnostique suppl~mentai- 
re. Quand il est possible de mettre en ~vi- 
dence des polynucl~aires, l 'existence d'un 
processus infect ieux en cours d'~volution 
peut  ~tre affirm~e. 

L'util isation de la technique de recherche 
de la peroxydase apporte un ~l~ment dia- 
gnostique pr~cieux dont beaucoup de labo- 
ratoires se privent. Cette technique relati- 
vement  facile est ~ la port~e de tous. 

L'~tude morphologique que de nombreux  
labora to i res  u t i l i sen t  est  un bon compl~- 
ment  mais ne permet  pas toujours de faire 
des diagnostics, certains d ' au tan t  que les 
cellules retrouv~es dans l'~jaculat sont sou- 
vent en mauvais  ~tat de conservation. 

C O N C L U S I O N S  

L'enqu~te r6alis6e aupr6s  de 214 labora- 
t o i r e s  r4v~le une  i m p o r t a n t e  d ive r s i t 6  
m4thodologique et justifie un effort de nor- 
malisation. 

Cet effort de normalisation doit viser dans 
un premier temps : 

�9 ~ travailler ~ un temp6rature de 37 ~ 

�9 a 6valuer la viscosit6 apr6s une incuba- 
tion de 30 minutes, 

�9 h r~aliser une numeration apr~s une dilu- 
tion adapt~e h la concentration ~valu~e et 
associ~e h la lecture de deux grilles. 

�9 h ~valuer  la mobili t~ au  microscope 
contraste  de phase ~quip~ d'une platine 
chauffante,  h part ir  d'une preparat ion 
goutte de sperme calibr~e en fonction de 
la taille de la lamelle, en utilisant la clas- 
sification de I'OMS, 

�9 ~ utiliser, pour le spermocytogramme, la 
classification propos~e par  le groupe de 
travail, 

�9 ~ calculer l'Indice d'Anomalies Multiples, 

�9 ~ met t re  en ~vidence les polynucl~aires 
par la r~action histoenzymatique de la 
peroxydase. 
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ABSTRACT 

The spermiogram in f rench  b io log ica l  
laborator ies  

A. CLAVERT, A. BOURGUIGNAT, J .P .  SIEST, 
G. FERARD 

An ex tens ive  inves t iga t ion  w a s  perfor- 
med  by n u m e r o u s  publ ic  as we l l  priva- 
te b io logica l  laboratories .  214 a n s w e r s  
w e r e  c o l l e c t e d .  Most  o f  t h e m  corres-  
p o n d e d  to laborator ie s  a n a l y s i n g  less  
t h a n  5 s p e r m i o g r a m s  per  w e e k .  Only  
74 of  t h e m  can be cons idered  as specia-  
l i sed  in th is  f ield.  

A m o n g  the  ques t ions ,  those  c o n s e r n i n g  
s p e r m  c o n s e r v a t i o n ,  v i s c o s i t y  a n d  
m o t y l i t y  e v a l u a t i o n ,  s p e r m a t o z o a  
count ,  rate  o f  t era tospermia ,  s t u d y  of  
r u n d  cells  revea led  m a r k e d  d i f ferences  
in  the  r o u t i n e  p r a c t i c e .  T h e s e  di f fe-  
rences  can  affect  the  d iagnos t i c  va lue  
of  the  spermiogram.  
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To  r e a c h  ab  h a r m o n i s a t i o n  o f  t h e  
r e s u l t s ,  s o m e  r e c o m m e n d a t i o n s  a r e  
p r o p o s e d  by  t h e  w o r k i n g  g roup .  Fi rs t ,  
t r e a m e n t  a n d  m i c r o s c o p i c  e x a m i n a -  
t i o n s  s h o u l d  be  c a r r i e d  o u t  a t  37 ~ 
WHO r e c o m m e n d a t i o n  s h o u l d  be  follo- 
w e d  for  t he  mo t i l i t y  a n d  t e r a t o s p e r m i a  
r a t e  e v a l u a t i o n .  A c o m m o n  f o r m a t  is 
a l s o  p r o p o s e d  to  p r e s e n t  r e s u l t s  
c o n s e r n i n g  t h e  s p e r m i o c y t o g r a m ,  
c o n t r i b u t i n g  to i m p r o v e  t h e  s t anda rd i -  
sa t ion.  

Key words : Spermiogram, Practices, Proce- 
dures. 
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