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RI~SUMf: 

L'examen du sperme tel qu'il a (~td d(~fini par I'Organisation 
Mondiale de la Sant~ (OMS) constitue une des ~tapes clefs 
dans I'exploration du couple infertile. La morphologie du 
spermatozoi"de a dt6 reconnue comme le meilleur facteur 
pr6dictif de la fertilit6 naturelle, de l'issue en ins6mination 
intra-ut6rine ou en fi~condation in vitro classique. Les 
anomalies ultrastructurales des spermatozoi"des qui 
sembleraient ~tre les seules anomalies capables d'influencer 
le devenir de I'ICSl (Intracytoplasmic Sperm Injection) ne 
sont pas d6tectables aux grossissements xl00 ou x200-400 
utilisds au cours de la procedure d'ICSI. 

Bartoov et al. (2002) ont mis au point un syst~me capable 
d'6tudier la morphologie fine des spermatozoi"des mobiles 
en temps r~el au grossissement x6600 appeld MSOME pour 
Magnification Motile Sperm Morphology Examination. Les 
anomalies d6tect6es b ce grossissement, en dehors des 
anomalies morphologiques habituelles, sont des vacuoles 
situ6es sur les t6tes spermatiques dont la Iocalisation, le 
nombre et la taille sont variables. L'analyse en MSOME 
pourrait 6tre utilisde comme facteur prddictif du pouvoir 
f6condant des spermatozoi"des et 6tre r6alisde dans 
I'exploration des atteintes spermatiques s6v~res avant 
ICSI. L'ICSl serait classique ou pr6c6d~e d'une s61ection fine 
des spermatozoi"des avant injection si les spermatozoi"des 
pr6sentent un nombre ~lev6 de vacuoles. 

Mots cl6s : in fer t i t i t6 ,  m o r p h o l o g i e ,  spe rma tozo i ' de ,  
t6 ra tozoospermie  

I. I N T R O D U C T I O N  

L'exarnen du sperme (sperrnogramme - spermocytogramme) 
constitue une des ~tapes clefs dans rexploration du couple 
infertile. /'~jaculat normal contient des spermatozoi'des 
pr~sentant des variations importantes de la taille et de la forme 
de la t~te, de I'acrosome, de la pi(bce interm~diaire et du 
flagelle. Cette h6terog~n6it~ s ' e x p l i q u e  par le fait que le 
sperrnatozd[de, ceUule hautement diff~renci~e, est le r~sultat 
ultime d'un processus complexe : la spermatogen~se. Ce 
processus peut ~tre la cible de facteurs toxiques endog~nes 
ou exog~nes qui peuvent induire la production excessive 
de spermatozoides morphologiquement anormaux 
responsable d'une t~ratozoospermie. Une morphologie 
anormale des spermatozofdes peut comprornettre le pouvoir 
f6condant d'un sperme. Cependant, le profil morphologique 
du sperrne semble ~tre le param~tre sperrnatique le plus 
constant chez un homme [12, 19, 30, 36]. 

La morphologie du sperme a et~ reconnue comme le meilleur 
facteur pr~dictif de la fertilit~ naturelle ou de I'issue en 
inseminations intra ut~rines (IIU) ou en f6condation i n  v i t ro 

(FIV) classique [8, 38]. Cependant, la majoritd des auteurs 
n'ont pas retrouv6 de relation entre la morphologie du sperrne 

et le succ~s de I'ICSI [20, 36, 31]. Quatre explications ont 
~t~ propos~es. Premi~rement, une morphologie normale du 
spermatozoi'de est requise pour le passage des barri~res 
o v o c y t a i r e s  qui sont court-circuit~es par I'ICSI. 
Deuxi~mement, les spermatozdfdes portant des anomalies 
morphologiques ~videntes ne sont pas retenus pour rinjection. 
Troisi~mement, le spermocytogramme r~alis~ sur des ceUules 
randomisees de I'~jaculat n'est pas le reflet exact de la 
qualit6 du spermatozoi"de inject6. Quatri~mement, les 
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anomalies ultrastructurales qui sont les seules associees au 
devenir de I'ICSI ne peuvent pas (~tre d~tect~es ni au 
grossissement xl00, ni au grossissement x200-400 [4, 6]. 

L'analyse morphologique du sperme ou spermocytogramme 
est une dtude descriptive de la forme des spermatozofdes 
partir d'un ~chantillon repr6sentatif d'un 6jaculat. La 
morphologie n'est qu'un des param~tres qualitatifs de la 
spermatogen~se. Cette analyse est d~pendante des 
techniques d'imagerie utilisdes et des criteres d'interprdtation 
adopt6s pour ddfinir un spermatozo'ide morphologiquement 
normal. 

II. M ICROSCOPIE  O P T I Q U E  

C'est la mdthode la plus utilisde et elle fait partie des examens 
de routine du fait de son faible coot et de sa simplicitY. 
L'analyse morphologique des spermatozoi'des est faite 
partir de preparations fixdes et colordes examinees en lumi~re 
transmise au grossissement final x l000 (objectif 100 
immersion). 

1. Mdthodes  de colorat ion 

Plusieurs colorations sont possibles : Giemsa, coloration de 
Papanicolaou modifiee pour les spermatozoides (PAP), 
coloration de Bruyan-Leishman ou encore coloration de 
SchorT. D'apr~s certains auteurs, la coloration de PAP permet 
la meilleure d~finition de la morphologie [33]. L'Organisation 
Mondiale de la Santd (OMS) a souvent recommand~ cette 
coloration [43]. La coloration de Schorr est simple & rdaliser 
et donne de bons r~sultats pour une ~valuation en routine [21]. 
Etle semble m~me ~tre supddeure ~ la methode de PAP 
modifi6e pour la reconnaissance des pi6ces intermediaires 
et des flagelles [1]. 

Plusieurs kits de coloration rapide ont dt~ mis sur le marche. 
Cependant, ces m6thodes peuvent permettre I'identification 
des formes normales mais ne peuvent pas nous donner les 
ddtails fournis par la coloration de PAP ou de Schorr, comme 
la diffdrenciation de la pi6ce interm6diaire et les restes 
cytoplasmiques [1, 33]. 

Du fait de rimportance de I'impact clinique de I'analyse 
morphologique des spermatozoides, la meilleure technique 
dolt 6tre adoptde [1]. Une enquf}te du groupe de travail national 
sur I'assurance de qualite en Biologie de la Reproduction 
aupr~s de 214 laboratoires franc,.ais avait montrd que plus de 
cinq techniques diff6rentes seraient utiUsdes pour la coloration 
du sperme [1]. Le choix d'une technique unique apparait 
souhaitable afin d'am6liorer la standardisation d'un laboratoire 

un autre [1]. 

2. Classi f icat ions 

Apr~s la coloration, les spermatozoTdes sont classes en 
spermatozd(des morphologiquement normaux ou anormaux. 
La ddfinition d'un spermatozo'/de normal est ~ I'origine de 
toutes les difficultds de I'analyse morphologique. Nombreux 
sont les auteurs qui se sont intdressds ,~ ce sujet. On peut 
consid6rer aujourd'hui que les classifications des anomalies 
morphologiques sont aussi nombreuses que les auteurs. 
Cependant, trois principales classifications sont actuellement 
utilis~es. 

a) Classification de David modifi~e 

La classification de David [19] a 6t6 proposde en 1972 Iors 
d'un colloque sur la fdcondite et la st6rilit6 du m~le. L'dtude 
des spermatozo'fdes r6cuperds dans les voles g6nitales 
feminines (en particulier dans le mucus cervical en postco(tal) 
a aid6 ~ d~finir les caract~ristiques du spermatozd(de normal. 
Dans la plupart des cas, une apparente population homog(~ne 
de spermatozdfdes etait trouv6e, contrairement ~ la population 
h6t6rog(~ne trouvde dans I'~jaculat [19]. L'introduction de ces 
crit~res ajoutait un nouveau concept dans I'~valuation de la 
rnorphologie. Dans un premier temps, la description du 
spermatozo'fde considerd comme normal etait bas~e sur des 
crit(~res biologiques sdlectionn~s par des principes 
physiologiques n6cessaires a la migration ~ travers le mucus 
cervical. 

Cette classification comportait initialement 13 types 
d'anomalies : 7 pour la t~te et 6 pour le flagelle [1, 19]. 
L'originalit6 de cette m6thode reposait sur la prise en compte 
de toutes les anomalies observ6es gr&ce & un syst(~me de 
classification multiple. Un spermatozo'(de porteur de plusieurs 
anomalies etait d~fini par I'ensemble de ses anomalies. Ce 
spermatozo'ide figurait plusieurs lois darts la grille de 
classement, pour chacune des anomalies identifides. Depuis 
les anndes 70, de nombreux laboratoires fran(~ais ont adopte 
cette classification. 

Au d6but des annees 90, cette classification a subi des 
modifications consistant en une red6finition des cat6gories 
d'anomalies et I'adjonction de deux nouvelles categories [1]. 
Ainsi, la cat6gorie t~te irrdguli~re a ete scindde en deux 
cat6gories distinguant d'une part les atypies de la r6gion 
acrosomique et d'autre part les atypies de la region post 
acrosomique (anomalies de forme et/ou de contour et/ou de 
texture). La classification de David modifi6e recense, en 
dehors des spermatozdides morphologiquement normaux : 

- Sept anomalies de la tr : allongde, amincie, microcdphale, 
macroc~phale, multiple, acrosome anormal ou absent, 
pr6sentant une base (r~gion post acrosomique) anormale; 

- Trois anomalies de la pi6ce interm6diaire : reste 
cytoplasmique, grr angul~e ; 

Cinq anomalies de la piece principale : absente, 6courtde, 
de calibre irrdgulier, enroul~e et multiple. 

Compte tenu de I'h~t~rog6neite du sperme humain et de la 
faible frdquence de certaines anomalies, 100 spermatozdides 
au minimum doivent r analysds pour foumir une ~valuation 
correcte du pourcentage des spermatozoi'des dits <(typiques)) 
et des profils des atypies. Cependant, Iorsque la concentration 
des sperTnatozdides est tr(~s faible, la classification peut ~tre 
faite sur 50 spermatozoTdes, mais le r~sultat ne doit pas ~tre 
rendu en pourcentage et la conclusion dolt tenir compte de 
la fiabilitd et de la diminution de la frdquence des anomalies 
retrouv6es notamment Iorsqu'il s'agit d'anomalies graves [1]. 
La fr~quence normale des spermatozoides normaux doit s 
supdrieure ~ 50% [1]. 

La plupart des spermatozofdes anormaux sont porteurs 
d'anomalies multiples. Le nombre moyen d'anomalies par 
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spermatozoide anormal appele index d'anomalies multiples 
(IAM) est un indicateur pr6dictif significatif du pouvoir fecondant 
aussi bien in vivo qu'in vitro [21]. La classification de David 
modifi6e est largement utilis6e en France y compris dans 
notre laboratoire. 

b) Classification de Kruger 

Kruger et al. [23] ont utilis~ des << criteres stricts >) pour 
d~finir un spermatozoide normal en 6valuant la morphologie 
des spermatozo'ides trouv6s au niveau de I'orifice interne du 
col apr~s test post co'ftal, comme dans la classification de David 
( T a b l e a u  1). En 1990, Menkelved et al. [32, 33] ont adopt~ 
la m6me classification pour analyser la morphologie des 
spermatozdides fix6s sur la zone pellucide dans le contexte 
des tests de fixation in vitro. La morphologie de ces 
spermatozd(des ~tait comparable a celle des spermatozdides 
pr6sents au niveau de I'orifice interne du col [32]. 

Kruger et al. [25, 39] ont mis I'accent sur I'application clinique 
de 1'6valuation de la morphologie. Trois groupes de sperme 
ont ainsi 6t6 individualises en fonction du pourcentages de 
spermatozo'fdes typiques : 

- Formes typiques > 14% : sperme normal ; 

- 4% < formes typiques < 14% : groupe G-pattern (bon 
pronostic) ; 

- Formes Typiques < 4 % : groupe P-pattern (mauvais 
pronostic). 

Ces deux demiers groupes correspondent & une classification 
liee au pronostic en assistance m~dicale ~ la procr6ation 
(ins6mination ou f~condation in vitro classique). Ainsi, quand 
le pourcentage de formes typiques d~passe 14%, les taux de 
f~condation sont aux alentours de 82,5% et chutent ~ 25% 
quand le taux est au dessous de 14% [25, 39]. Les groupes 
Pet G donnent des taux de f6condation ~quivalents, mais le 
groupe Pest associe ~ des taux tr~s faibles de grossesses 
[23, 35]. De plus, I'acrosome a une importance bien particuli~re 
dans la d6finition du spermatozofde normal. Un index 
acrosomique (% d'acrosomes normaux), avec un seuil de 
8% d'acrosomes normaux, a et~ propose. Quand cet index 
est inferieur & 15%, la fertilit~ semble compromise [25, 33]. 

La description des spermatozofdes typiques et atypiques 
prec~demment faite par David est ~galement utilisable pour 
d~crire les anomalies dans la classification de Kruger. 
Cependant, la classification de Kruger recense chacune des 
anomalies observ6es individuellement alors que celle de 
David prend en compte toutes les anomalies observ~es pour 
un m~me spermatozo'fde. Par ordre d'importance, I'anomalie 
est recensee d'abord sur I'acrosome, puis sur la t6te et enfin 
sur la piece interm~diaire et le flagelle. Les crit~res 
d'interpr6tation sont, par ailleurs, plus s6v~res. Tousles 
spermatozo'fdes consid6r6s comme ((border line)) (~! 
morphologie limite) dans la classification de David sont classes 
par Kruger en spermatozoides atypiques. 

c) Classification de rOMS 

L'OMS a initialement propose sa propre classification qu'elle 
a am~lior6e au fil des ~ditions (Tableau 1). Cette classification 

a repds en partie la classification de Mac Leod publi~e en 1964 
[28]. Dans 1'6dition de 1987, seul 6tait d~fini le spermatozd(de 
normal. Ce systeme ne permettait pas la prise en compte 
des spermatozdfdes porteurs de plusieurs anomalies [41]. En 
consequence, I'un des objectifs majeur de I'~dition de 1992 
a 6t6 de lever I'ambigu'ft~ sur la description du spermatozdide 
normal et d'essayer d'~liminer une possible source de variation 
dans les interpretations (Tableau 1) [42]. La description des 
spermatozoYdes normaux a 6t~ detaill6e. De plus, les 
anomalies ont 6te r6parties en 4 categories en fonction de leur 
Iocalisation : t6te, piece interm~diaire, flagelle et reste 
cytoplasmique. En utilisant cette classification, toutes les 
formes interm~diaires 6talent consid~r~es comme anormales. 

Malheureusement, les illustrations propos~es ne pouvaient 
pas ~tre utilis6es car elles etaient en coloration monochrome 
et au faible grossissement. De plus, en r~ponse ~i I'~tude de 
Ducot et al. [21], I'IAM devient le TZP (index de t6ratozo- 
ospermie) qui est la moyenne du nombre d'anomalies par 
spermatozo'ide anormal [33]. Barratt et al. [3] ont compare la 
signification clinique de la morphologie des spermatozoides 
evalu~s par les crit6res de I'OMS de 1987 et de 1992. IIs ont 
conclu que I'~dition de 1992 n'apportait pas de changement 
majeur dans la valeur predictive de ce param~tre pour 
d6terminer la fertilit6 du patient. Les cdt~res d6finis par I'OMS 
n'ont pas ~t6 associ~s ~ des tests fonctionnels des 
spermatozo~des et, de ce fait, n'ont pas permis d'am61iorer 
la signification clinique de I'evaluation de la morphologie des 
spermatozo'/des. 

Dans son edition de 1999 [43], I'OMS a d6cid~ d'adopter les 
stricts crit~res de Kruger. Le TZP est consid~r~ comme un 
param~tre optionnel. Le reste cytoplasmique n'6tait pas inclus 
dans le calcul du TZP. Cette edition n'~tait qu'une int6gration 
de I'~dition de 1992 et de la classification de Kruger. Les 
changements les plus importants ~taient le seuil bas (14%) 
des formes normales et la red6finition de ces chiffres comme 
valeur de r~f~rence et non pas comme valeur normale [43]. 

d) Difficult~s rencontr~es Iors de la r~alisation d'un 
spermocytogramme : le spermocytogramme automatisd 

Apr~s avoir d~fini les m~thodes de coloration et les diff~rentes 
classifications adopt~es dans la realisation du spermo- 
cytogramme, il apparait clair que cette analyse pr~sente sous 
une apparente simplicitY, de r~elles difficult6s d'interpr6tation 
[1] tenant essentiellement de : 

- I'utilisation de syst~}mes de classification multiples, 

- la difficult6 & definir le spermatozo/de normal, 

- du caract6re subjectif de cette analyse morphologique 
responsable d'une variabilit6 tr6s importante des r6sultats 
entre les laboratoires, et, au sein d'un m~me laboratoire, 
entre les observateurs. 

Pour toutes ces raisons, I'analyse automatis~e, de la 
morphologie semble 6tre une approche interessante 
supprimant le caract~re subjectif de la mesure et r~duisant 
ainsi les erreurs d'interpr~tation. Ainsi, plusieurs syst~mes 
d'analyse d'image ont 6te developp6s se basant sur les 
parametres morphologiques pr~alablement d6finis. 
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Tableau 1 : Comparaison des principales classifications morphologiques des spermatozoYdes selon I'OMS. 

OMS 1987 OMS 1992 David Kruger 
[40] [41] [18] [24] 

Nombre de 100 Preference 200 100 200 
spz examinds 

T~te 

Forme 

Taille 
Iongueur 
Largeur 

Acrosome 

Vacuoles 

Pi&ce 
interm6diaire 

Reste 
cytoplasmique 

Flagelle 

Seuil de 
normalit(~ 
(% de spz 

typiques) 

Contour ovalaire 
Contour r~gulier 

3-5pm 
2-3pm 

>113 surface de 
la t~te 

Aucun d~tail 

Fine 
R~guliere 
Rectiligne 
Align~e avec 
raxe longitudinal 
de la t~te 

1:7-8 pm 
<1/3 L de la t~te 

Aucun d(~tail 

Fin 
R~gulier 

1>45pm 

50% 

Contour ovalaire 
TOtes picnotiques non 

considdrees 
Spz intermddiaires anormaux 

4-5,5pm 
2.5-3,5pm 

40-70% surface de la t~te 

<20% surface t(~te 

Aucune d6finition de la piece 
interm~diaire dite normale 

Aucune dimension 

< 1/3 t~te 

Aucune dimension 
Aucune description du flagelle 
normal 

30% 

Contour ovalaire 
Contour r~gulier 
Texture homog6ne 
7 anomalies 

3-5 pm 
3pm 

40-70% de la surface 
de la t~te 

Aucun ddtail 

A l ign6e avec I 'axe 
longitudinal de la t~te 
1 ~ 2x I de la t~te 

Diam~tre 0,6-0,8pm 
3 anomalies 

<113 t~te 

R~gulier 

I : 45pm (10x I t~te) 
L : 0,3-0,5pm 

50% 

Index d'anomalies TZP IAM 

Contour ovalaire 
Contour regulier 
Spz intermediaires 

anormaux 

5-6pm 
2,5-3,51Jm 

40-70% de la surface 
de la t6te 

Aucun d~tail 

Fine 

I : 1,5x I de la t~te 
L<lpm 

<30% t6te 

R6gulier 

I : 45pm 

14% 

I A M  : index d'anomafies mult iples ; L = largeur, I = Iongueur  ; OMS : Organisation Mondiale de la 
Santd ; spz = spermatozoYdes ; TZP = index de t~ratozoospermie. 
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L'ASMA (Automated Sperm Morphology Analysis) peut ainsi 
Otre programme suivant n'importe quelle classification 
pr~existante. Mais rinconv6nient de ce syst6me est que seule 
la t~te spermatique est prise en consid6ration. La pi6ce 
interm6diaire et le flagelle sont des structures de petite taille 
faiblement color6es rendant leurs identifications difficiles par 
I'analyseur. De ce fait, la fr~quence des spermatozo=des 
anormaux chute de 10% par rapport a I'observation manuelle. 
L'ASMA donne une reproductibilit~ satisfaisante avec un 
temps d'observation de 10 mn pour examiner 100 
spermatozoides [27]. 

Un autre syst~me a 6t~ propose, IVOS (Hamilton, Thorne 
Research, Beverly, MA), qui 6value seulement la forme, la taille 
de la t6te et I'acrosome. Coetzee et al. ont trouv6 que ranalyse 
morphologique par IVOS avait une valeur predictive des 
chances de succ~s en f6condation in vitro [17]. 

Malgre I'objectivit6 de ces m~thodes automatis6es, une 
standardisation de la preparation des lames est indispensable. 
Un consensus sur les cdt6res s~lectifs retenus pour identifier 
un spermatozo'i'de normal doit ~tre d6fini. De plus, le 
d6veloppement d'un syst~me capable de bien ~tudier le 
flagelle semble important. 

En conclusion, malgr~ les efforts r6alis6s clans la 
standardisation de I'~valuation de la morphologie des 
spermatozoMes en microscopie optique, son appreciation 
vafie au gr~ des classifications et const#ue un facteur limitant 
dans la d~termination objective des seuils de normalit~ ou 
d'anormalit6. Le recours ~ d'autres m6thodoiogies semble 
donc indispensable pour am~liorer le pouvoir discriminant 
de la morphologie dans la distinction des spermatozofdes 
f~condants et non f~condants. 

III. MICROSCOPIE I~LECTRONIQUE 

La microscopie optique permet une bonne evaluation de la 
mobilit6, de la numeration et de la morphologie des 
spermatozofdes. Elle permet uniquement de faire une 
description des surfaces et ne donne aucune information 
precise sur les organites et le noyau spermatique qui jouent 
un r01e important dans la fertilit6. Un spermatozo'ide peut 
~tre apparemment normal en microscopie optique utilisant les 
colorations conventionnelles avec cependant un noyau dont 
la chromatine est real condens~e ou fragment6e [4]. De ce 
fait, certains auteurs se sont int~ress~s ~ I'~tude ultrastructurale 
des spermatozo'fdes afin de d6terminer I'organisation et 
I'int6gdt6 des diff6rentes structures, en utilisant la microscopie 
61ectronique (ME) b transmission (TEM) et b balayage (SEM). 

La TEM permet de visualiser des sections de spermatozoide 
avec une image en double dimension et des d~tails des 
structures ultrafines : I'acrosome, le post acrosome, le 
cytoplasme et I'int6grit~ des diff~rents composants intemes 
du flagelle comme I'axon~me et les structures p~daxon6males 

un grossissement x35000. Cependant, la structure 
tridimensionnelle globale du spermatozoYde n'est pas 
visualis6e. Cette limitation est rem6di6e par la SEM. Le 
morphogramme ~ balayage est obtenu en attachant une 
particuli~re attention a la t~te et au squelette du flageUe [4]. 
Bartoov et al. s'int~ressent aux anomalies structurales des 

diff~rents composants du spermatozoide en combinant les 
r~sultats des analyses en TEM (acrosome, post-acrosome, 
flagelle) et en SEM (taille et forme de la t~te) [4]. 

Pour rendre cette analyse ultrastructurale utilisable en clinique, 
afin de diff6rencier les hommes fertiles et infertiles, Bartoov 
et al. ont ~tabli un index quantitatif ultrastructural appel6 QUM 
(Quantitative UltraMorphological index) 

QUM = (% des noyaux normaux) x 0,04 - (% des 
acrosomes malform6s x 0,032) 

- (% des fibres denses malform6es x 0,044) - 0,07 

Cet index peut ~tre consider6 comme facteur predictif positif 
de la fertilit6 dans 75% des cas. En combinant le QUM avec 
les param6tres conventionnels du sperme, cette valeur 
pr6dictive positive atteint 80%. Cette technique co0teuse et 
on,reuse n'est pas disponible dans tous les laboratoires 
d'analyse du sperme. Le QUM peut ~tre utile pour les patients 
qui sont en 6chec d'insemination ou de f6condation in vitro 
malgr~ des param~tres spermatiques conventionnels normaux 
[4]. 

En conclusion, I'accessibilit6 actuelle d /'analyse en 
microscopie 61ectronique est de plus en plus limit~e par 
disparition progressive des plates formes pratiquant cette 
analyse et par d6faut d'experts biologistes dans ce domaine. 
L'ana/yse en TEM dolt doric ~tre r6serv~e aux t6ratozo- 
ospermies monomorphes ou sp~cifiques et ne doit pas ~tre 
propos~e dans les t6ratozoospermies polymorphes. De plus, 
le QUM d6cdt par Bartoov et al. [4] n'a, jusqu'& ce jour, pas 
6t6 utilis6 par d'autres 6quipes que la sienne et a pdod ne 
const#ue plus pour cette 6quipe une m6thode d'~valuation de 
routine. 

IV. OBSERVATION DES SPERMATOZO[DES 
MOBILES AU GROSSlSSEMENT X6600 

Toutes les techniques d'6valuation morphologique des 
spermatozdides qui ont 6t6 decdtes ci-dessus n~cessitent une 
fixation de ces derniers et ne permettent pas une 6tude en 
temps r~el des spermatozoides vivants et mobiles. 

En 2002, Bartoov et al. ont mis au point un syst~me optique 
appel~ MSOME, pour High Magnification Motile Sperm 
Morphology Examination, qui permet d'examiner le 
spermatozo'ide en temps r6el & fort grossissement [6]. Pour 
cela, ils utilisent un microscope invers6 ~quip~ d'un contraste 
interf6rentiel de Nomarski et d'un objectif 100 & immersion. 
Ce microscope est ~quip~ d'une cam6ra vid6o 3D et d'un 
moniteur couleur [6]. Le grossissement final qui tient compte 
de robjectif du microscope, du zoom vid6o et du moniteur est 
de x6600. Les spermatozoides sont dispos6s dans une boite 
de p6tri ~ fond de verre. Les spermatozo'i'des mobiles sont 
observ6s ~ fort grossissement en bordure de goutte et les 
diff~rentes parties du spermatozo'i'de comme I'acrosome, le 
post acrosome, le cou, la pi6ce interm6diaire, le flagelle et le 
noyau sont analys~es. 

Un spermatozo'ide normal a une t6te ovale, lisse, sym~trique, 
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sa taille est comprise entre 4,75+0,281Jm pour la Iongueur et 
3,28:!:0,2pm pour la largeur. Ces crit~res ont ~t~ d6finis 
arbitrairement par rapport aux ~tudes anciennes d'examination 
des spermatozo'fdes en ME. La chromatine est consid~r~e 
comme anormale si une ou plusieurs vacuoles occupent plus 
de 4% de la surface totale de la t#}te (Figure 1). Une t#}te 
normale doit avoir une forme normale et un contenu normal 
[4, 6]. Les anomalies morphologiques sp~cifiques retrouvees 
en MSOME sont r6capitul6es dans le Tableau 2 [6]. 

En conclusion, le MSOME constitue une alternative au SEM 
dans I'~valuation de la morphologie fine du spermatozoTde. 
Son accessibilit~ tend actuellement ~ se d~velopper en 
France. Les anomafies d~tect~es par le MSOME sont 
cependant variables, les crit~res descriptifs d~finis par Bartoov 
et al. [6] ne sont pas transposables d'embl~e dans un 
laboratoire pour une analyse de routine. Ainsi, il semble utile 
de d~finir un spermocytogramme MSOME afin d'~tablir les 
limites entre les spermes normaux et les spermes anormaux, 
le but ~tant de trouver une ~ventuelle relation entre les 
param~tres spermatiques conventionnels et ceux analys~s 
par le MSOME. II est possible que les laboratoires soient 
nouveau confront~s ~ la n~cessit~ de d~finir une nouvelle 
classification de ces anomalies proche ou ~loign~e de celle 
de Bartoov [6]. 

V. IMPACT DE LA MORPHOLOGIE DES 
SPERMATOZO[DES SUR LA FERTILITr 

La question des alterations de la fertilit~ masculine est sans 
cesse repos~e. U~valuation du potentiel de fertilit6 masculine 
se base principalement sur I'examen du spermogramme. La 
morphologie, le param6tre le plus constant du sperme, figure 
parmi les moyens les plus fiables de cette 6valuation. Les 
structures d'un spermatozo'fde normal lui procure la meilleure 
organisation pour assurer ses fonctions sp~cifiques. La 
t~ratozoospermie est une combinaison d'anomalies 
morphologiques entrainant une alt6ration des fonctions 
spermatiques. 

Matalliotakis et al. [30] ont montr6 que la fertilit~ masculine 
est compromise de fa(;on diff~rente en fonction des anomalies 
spermatiques observees. En effet, les anomalies de la t~te 
et de I'acrosome semblent ~tre les plus graves. D'apr6s 
certains auteurs, I'~valuation de la morphologie selon des 
criteres stricts apparait comme le param6tre le plus informatif 
pour diff6rencier les hommes fertiles et infertiles [22]. Slama 
et al. [36] ont 6tudi~ la correlation entre le d~lai de conception 
et les param6tres du sperme. IIs ont observ6 une diminution 
de ce d~lai quand la proportion de spermatozo'ides normaux 
~tait sup~rieure ~1 39% selon la classification de David et 
19% selon la classification de Kruger. Le d61ai de conception 
est significativement corr61e ~ I'IAM sur toutes les valeurs 
sans aucun profil clair ou valeur discriminative [36]. Les 
anomalies chromosomiques de nombre des spermatozdides, 
ou aneupld/dies, sont plus fr~quentes en cas de t~ratospermie 
majeure et monomorphe. Ces anomalies chromosomiques 
peuvent retentir sur le d6veloppement embryonnaire et 
favoriser la survenue de fausses couches [34, 40]. 

L'exploration morphologique des spermatozdides est I'~lement 
cle pour 6tudier le potentiel de fertilit6 d'un homme, et le 

facteur pronostic de chance de succ6s le plus fiable en AMP 
[26]. La f6condation in vitro a mis en evidence I'importance 
de I'acrosome et du noyau spermatique dans le pouvoir 
f~condant du spermatozdide. Par exemple, un spermatozdfde 
sans acrosome ne f~condera qu'en ICSI. Les spermatozdfdes 
ac6phaliques ne sont pas f~condants quelque soit la m6thode 
de procreation assist6e utilisee. En cas de dyskinesie 
flagellaire, le spermatozdfde ne peut pas p~n~trer la zone 
pellucide et seul I'ICSI pourrait 6tre envisageable. Cependant, 
des anomalies du centriole peuvent ~tre associ~s et ~tre 
responsables d'un arr6t de d~veloppement embryonnaire 
par alt6ration du fuseau de division mitotique [16]. 

D'apr~s Kruger, en FIV conventionnelle, si le taux de 
spermatozo'fdes normaux est inf~rieur ~ 14%, le taux de 
f6condation est de 37% alors que ce taux atteint 85% quand 
les formes normales d6passent 14% [25]. En ICSl, cette 
relation entre la morphologie et le pouvoir f6condant n'est 
pas verifi~e car le crit~re ultime de la r6ussite d'une ICSl est 
la presence d'au moins un spermatozo'ide vivant normal par 
ovocyte [31]. Cependant, la relation potentielle entre la forme 
des spermatozofdes et leur int6grit~ g~n~tique est devenue 
pertinente depuis I'introduction de I'ICSI, car dans cette 
proc6dure, ia s~lection ne se base pas sur I'interaction entre 
le spermatozo'fde et la zone pellucide, comme dans la FIV, 
mais sur la visualisation de la forme du spermatozo'ide et de 
ses anomalies par le biologiste. Cependant, le spermatozdfde 
apparemment normal peut 6tre dipldide ou disomique [15, 35]. 

En dehors des anomalies chromosomiques, la qualit~ nucl6aire 
et probablement cytoplasmique du spermatozdide peut alt6rer 
les chances de succ6s de I'ICSI. En effet, les alt6rations de 
I'ADN spermatique peuvent retentir sur le d6veloppement 
des embryons et leur chance d'implantation. Un taux ~lev~ 
d'ADN spermatique d6nature (>27%) ~valu~ par SCSA, pour 
Sperm Chromatin Structure Assay, se traduit par une absence 
de survenue de grossesse [26]. 

Ainsi, une ~valuation objective et pertinente des alt6rations 
morphologiques des spermatozoYdes s'impose mais n'est 
pas simple & mettre en aeuvre. Deux raisons principales 
peuvent 6tre retenues pour expliquer cette difficulte : les 
spermatozoi'des pr6sentent une h6terog~n6it6 structurale 
importante, et le biologiste ne peut pas r s0r que le 
spermocytogramme des spermatozo'fdes 6jacul~s refl~te 
v~dtablement la qualit~ des spermatozdides qui sont capables 
de feconder I'ovocyte [6]. 

Le premier probl~me peut r r6solu par une classification 
morphologique des spermatozo'fdes selon les diff~rentes 
anomalies qu'ils pr~sentent [4]. L'analyse ultrastructurale des 
spermatozoi'des par la ME a la valeur predictive la plus 
importante pour 6valuer le pouvoir f~condant des 
spermatozofdes [16]. La seconde difficult~ peut 6tre r~solue 
par I'examen morphologique fin des spermatozoi'des mobiles 
s~lectionn6s. Le MSOME combine ces deux solutions puisque 
I'analyse s'effectue a une ~chelle proche de I'ultrastructure 
et en temps r6el des seuls spermatozdfdes mobiles [6]. 

Les anomalies d6tect6es par le MSOME, en dehors des 
anomalies morphologiques habituelles, sont des vacuoles 
situ~es sur les t6tes spermatiques dont la Iocalisation, le 
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Tableau 2 : Malformations sp~cifiques du spermatozoTde observ~es en MSOME (High Magnification Motile Sperm 
Morphology Examination), d'apr~s [6]. 
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Figure 1 : SpermatozoTdes observes au microscope inverseJ (grossissement x200 :photographie la) et au grossisse- 
ment x6600 (MSOME = High Magnification Motile Sperm Morphology Examination) : photographies lb  et 1c avec des 
spermatozo'(des pre~sentant une ou plusieurs vacuoles c~phaliques. 
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nombre et la taille sont variables. Boughali et al. [13] retrouvent 
une valeur seuil de 8% de spermatozd/des ~1 morphologie fine 
normale evalu~e en MSOME au dessous de laquelle un 
echec complet de f~condation en FIV est observ~e dans 40% 
des cas. Les 6tudes de Bartoov et al. [6] et de Berkovitz et 
al. [10] ont montr~ que plus la surface vacuolaire ~tait ~levee, 
plus les taux d'implantation et de grossesse ~taient faibles en 
ICSI, plus le taux de fausses couches augmentait 
probablement par alteration spermatique. Bartoov et al. et 
Berkovitz et al. supposent que ces vacuoles sont probablement 
d'origine nucl6aire, en se basant sur les donn6es de la ME 
[6, 9]. L'aspect du noyau spermatique observ~ par le MSOME 
refl6te la qualit6 de I'ADN spermatique qui a un impact 
important sur le d~veloppement embryonnaire et le succ6s 
de I'ICSI [6, 7]. Cette idee concorde avec 1'6tude de Larson 
et al. [26] qui ont conclu que I'int6grite de la chromatine 
spermatique apparatt comme cause potentielle d'~chec en 
ICSI. Ainsi, 62% des couples en ~chec d'ICSl con(;oivent 
apr~s une tentative d'IMSI sans augmentation du taux de 
f~condation. 

Bartoov et al. [7] supposent I'existence possible d'une relation 
entre les anomalies spermatiques chromosomiques 
responsables du d~faut d'implantation embryonnaire ou de 
fausses couches ultrapr~coces et le statut nucl~aire 6valu~ 
par le MSOME. En effet, dans une 6tude portant sur 24 
couples pr~sentant une inf6condit~ masculine, I'ICSI a ~t~ 
r6alis~e avec des spermatozoides selectionn~s au 
grossissement x6600 avec un noyau normal. Les femmes 
6taient &g6es de moins de 37 ans et avaient eu au moins 5 
~checs d'ICSI. Aucune difference significative n'a ~t~ not6e 
concemant le taux de fecondation par cycle. Trois patients 
n'avaient aucun noyau spermatique normal et aucune 
grossesse n'est survenue au sein de ces couples. Un taux 
de grossesse de 67%, un taux d'implantation de 47% et un 
taux de fausses couches de 5% ont ~t~ obtenus. En 
consid~rant que la chance d'obtenir une grossesse apr~s 5 
tentatives d'ICSl est de 3%, les alterations morphologiques 
fines du noyau spermatique semble directement li~es ~ la 
survie embryonnaire apres ICSI. La technique IMSI, pour 
Intracytoplasmic Morphogically Selected Sperm Injection, 
venait d'etre definie [5]. Dans une ~tude prospective portant 
sur 100 couples ayant eu une ICSI classique, 100 
spermatozo'ides mobiles et d'apparence normale ont Ote 
analys6s par le MSOME. Au total, 33% des spermatozo'ides 
et seulement 26,8% des t~tes spermatiques ~taient normaux. 
Seule la morphologie du noyau spermatique 6tait 
significativement corr61~e au taux de f~condation et de 
grossesse en ICSI [6]. Bartoov et al. [7] s~lectionnent 50 
couples apr~s deux 6checs d'ICSl d'indication masculine et 
effectuent une IMSI en injectant uniquement des 
spermatozo'fdes de type 0 (sans vacuole). Le taux 
d'implantation est ainsi multipli~ par 3 et le taux de fausses 
couches precoces est consid~rablement r~duit. 

De Vos et al., en 2003, ~valuent, dans une etude r~trospective, 
I'infiuence de la morphologie du spermatozdides inject6 au 
grossissement x400 sur le taux de f6condation et sur le taux 
de grossesse. Lorsqu'un spermatozofde anormal est injecte, 
le taux de fecondation chute de 72% & 60%. Aucune difference 

significative n'a ~t~ observ6e concernant la morphologie des 
embryons observ6s a J2 ou ~ J3, cependant, une diminution 
du taux de grossesse de 20% & 36,7% et du taux 
d'implantation de 19% ~ 10% a ~t6 notre. Aucune information 
sur la capacit6 de developpement en blastocyste de ces 
embryons n'a ~t6 mentionnee. Ainsi, un spermatozo'ide 
apparemment normal peut pr6senter des anomalies 
dissimul6es capables d'emp~cher la survenue d'une grossesse 
[20]. Cependant, une 6tude r6cente portant sur 25 tentatives 
d'ICSI sans s~lection d'indication ne retrouve pas de valeur 
pr6dictive de la morphologie en MSOME sur le taux de 
f6condation, la qualite embryonnaire ou I'issue de I'ICSI. La 
presence de vacuoles ne semble pas avoir de signification 
p~jorative pour I'obtention d'une grossesse. Cependant, les 
r6sultats de cette ~tude se fondent sur un faible effectif de 
tentatives d'ICSI [37]. Cassuto et al. et Bach et al. ont mis en 
~vidence que les larges vacuoles r6duisent dramatiquement 
la capacit~ de I'embryon & atteindre le stade blastocyste et 
que la surface vacuolaire est correlee n~gativement & la 
qualite du blastocyste obtenu [2, 14]. En 2005, Berkovitz et 
al. ont d6fini des cdt~res de choix des spermatozdfdes inject~s 
en utilisant le MSOME. Les spermatozo'ides de premier choix 
sont les spermatozo'fdes de taille normale et ayant une 
chromatine normale (0 ou 1 vacuole occupant moins de 4% 
de la surface de la t~te). Les spermatozdides de deuxi~me 
choix sont par ordre de pr6f6rence : (i) spermatozo'ides avec 
une chromatine normale et une taille anormale mais de forme 
ovale, (ii) spermatozoides avec une chromatine normale mais 
de forme non ovale, (iii) spermatozdides avec une chromatine 
anormale avec de larges vacuoles. Les spermatozdides de 
premier choix permettent un taux de f6condation de 70%, un 
taux d'implantation de 25% et un taux de fausses couches 
de 5%. Quant aux spermatozo'ides de deuxi6me choix, le 
taux de f6condation est de 50%, d'implantation de 6% et de 
fausses couches de 57%. Les larges vacuoles du noyau 
spermatique semblent indiquer un dommage important de 
I'ADN plus que la forme ou la taille de la t#}te spermatique [9]. 

Le spermocytogramme MSOME pourrait constituer un 
pr6alable dans /'exploration des atteintes spermatiques afin 
d'etre utilis~ comme facteur pr~dictif des chances de succ~s 
des techniques d'AMP et de proposer le mode d'AMP le plus 
adapt~ en foncUon des alterations spermatiques observ6es. 
Une IMSI pourrait ~tre d'embl~e r~alis~e en pr6sence d'un 
taux particuli~rement ~lev~ (dont le seuil reste ~ d~finir) de 
spermatozoTdes pr~sentant de larges vacuoles d6tect~es en 
MSOME. 
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ABSTRACT 

Sperm morphology examination 

Rim SA'I[DI, Elodie GRUEL, Julie ROSET-BLESSMAN, 
Nathalie MOUSSET-SlMI~ON, Sandrine MENON, Bertrand 

MACI~, Nathalie RIVES 

Semen analysis, as defined by World Health Organisation 
(WHO), is a fundamental step in the work-up of infertile 
couples. Spermatozoa morphology has been recognised as 
the best predictive factor in natural fertility, and in intrauterine 
insemination and classical in vitro fertilisation. 

Ultrastructural spermatozoa abnormalities are the only sperm 
alterations likely to influence the outcome of ICSl. However, 
these abnormalities cannot be detected by conventional 
microscopy (u or u Bartoov et al. (2002) 
developed a real-time spermatozoa observation system 
using a u magnification called MSOME (Magnification 
Motile Sperm Morphology Examination). Spermatozoa 
abnormalities detected with this technique are vacuoles 
Iocalised on spermatozoa heads with variable number, size 
and site (nucleus or acrosome). 

Spermatozoa evaluation using MSOME could be performed 
to predict the probability of fartilisation by these spermatozoa 
either spontaneously or after assisted reproductive 
technology. 

Key words : infertility, morphology, spermatozoa, 
t~ratozoospermie 
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