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RESUME

Le test croisé (TC) ou test de Hithner
in vitro est un test fonctionnel qui per-
met d’apprécier Paptitude des sperma-
tozoides a migrer dans Ia glaire cervi-
cale. C’est un test réalisé in vitro. Il
exige une participation du couple mais
aussi de sperme et glaire témoins. Il
constitue une étape importante dans
l'investigation de la stérilité conjugale.

Mots clés : test croisé, test de pénétration, mucus
cervical.

RAPPEL PHYSIOPATHOLOGIQUE

La migration des spermatozoides du vagin
vers les trompes est conditionnée par le
passage a travers le mucus cervical ; ceci
nécessite une bonne acceptabilité de la glai-
re cervicale et une bonne mobilité des sper-
matozoides.

Différents tests peuvent évaluer ces deux
facteurs :

* tout d’abord le test post-coital (TPC) ou
test de HUHNER in vivo,

* puis les tests de pénétration croisés (TC).

Le présent article, qui fait suite a l'article
sur le TPC [6], se propose de décrire la tech-
nique et les indications du TC.

Les TC sont pratiqués depuis une vingtaine
d’années [5] et fournissent de bons rensei-
gnements sur 'évaluation de la fertilité
conjugale.
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LA TECHNIQUE

1. Les conditions de réalisation doivent
étre rigoureuses :

a) Choix du jour du test : comme pour le
TPC, le TC est réalisé en période ovulatoire,
période de sécrétion maximale de glaire et
avant la montée thermique. Une échogra-
phie peut é&tre utile dans certains cas.

b) La courbe thermique est indispensable
afin de savoir si le TC a été réalisé au
moment adéquat.

c¢) Une abstinence sexuelle de trois
Jjours avant le test est demandée au couple.
En effet la présence de spermatozoides dans
la glaire génerait la lecture. De plus, les
parameétres spermatiques sont optimaux
avec cette abstinence.

d) Lieu de réalisation du TC : Le TC ne
peut étre réalisé que dans un laboratoire
spécialisé en Biologie de la Reproduction. Il
doit posséder une réserve de glaires témoins
ainsi qu’un recrutement quotidien de
spermes témoins. L'opérateur doit étre com-
pétent pour que 'interprétation des tests
soit la plus objective possible. Pour des rai-
sons d’éloignement ou des contraintes
horaires, le gynécologue de la patiente pour-
ra effectuer le prélevement de glaire cervi-
cale sur un ou plusieurs jours et les adres-
sera au laboratoire dans les plus brefs
délais en respectant les exigences de la
conservation : conserver la glaire au réfrigé-
rateur (+4°) en dessous du bac a glagons ;



pour le transport, utiliser un thermos dans
lequel on aura placé un petit sac plastic
contenant les glacons.

2. La technique des prélevements

Le TC exige différents matériaux biolo-

giques :

¢ glaire cervicale de la femme,
® sperme du mari,

¢ glaire et sperme témoins.

a) Le prélévement de la glaire endocer-
vicale doit étre soigneux.

Apres nettoyage du col, avec une compresse,
seule la glaire endocervicale est récupérée
avec un aspiglaire (Figure 1) ou une spiret-
te ou une sonde urinaire adaptée a une
sonde 5ml.

Comme pour le TPC on note les caractéris-
tiques :

* abondance +, ++, +++, ++++ (Figure 1).

Une quantité égale a une croix est au
moins nécessaire pour réaliser le test
croisé, contrairement au TPC qui n’en
nécessite que treés peu.

* 'agpect : clair, opaque
¢ filance : 7 4 12 cm en période ovulatoire
slepH:74a8,2][1]

La glaire cervicale est testée dans la demi-
heure qui suit le prélevement. Cependant,
elle peut-étre conservée au réfrigérateur
(+4°) pendant environ 7 jours.

Des prélevements de GC peuvent étre effec-
tués pendant 2 a 3 jours en période ovula-
toire, conservés au froid puis testés
ensemble le méme jour quand le mari se
rend au laboratoire. Cette pratique que
nous appelons “cycle cervical” est intéres-

sante pour les femmes qui sécrétent de la
glaire cervicale pendant 3 a 5 jours, mais
qui n’est pénétrable par les spermatozoides
qu’un seul jour.

b) Le prélévement du sperme du
conjoint g'effectue dans les mémes condi-
tions que celles du spermogramme :

¢ prélevement au laboratoire si possible,
* recueil dans un réceptacle propre,
¢ par masturbation,

* aprés une abstinence sexuelle de trois
jours.

Le sperme est utilisé dans ’heure qui suit
le préléevement. Une numération et une
observation de la mobilité sur 24 heures
seront effectuées.

c) Obtention des témoins :

Les glaires témoins ont été prélevées sur des
femmes en période ovulatoire. Elles ont été
préalablement testées et sont conservées au
froid (+4°) et utilisées dans un délai de 7
jours. Devant la difficulté de stockage des
glaires cervicales, certains auteurs
conseillent 1'utilisation de glaire cervicale
bovine [2]. Ses propriétés biochimiques et
fonctionnelles sont proches de celles de la
femme. Cependant nous ne l'utilisons plus
car les schémas de pénétration sont diffé-
rents dans la glaire humaine et bovine : dans
cette derniére, les spermatozoides n’ont
aucune orientation, la migration ne dépasse
pas 1,5 cm et leur survie est diminuée.

Les spermes témoins sont choisis parmi les
patients qui consultent au laboratoire pour
un spermogramme ou une FIV. Seuls sont
retenus comme témoins, ceux qui présen-
tent les meilleurs parametres. (Voir plus
bas la note de la rédaction).

i

- -
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I;"igure 1: Mesure quantitative de la glaire cervicale dans l'aspiglaire. Echelle 1/2.

63



3. La manipulation
a) Le matériel nécessaire est simple. Il com-
prend :

® des tubes capillaires : longueur 75mm -
diamétre interne 1,2 mm - épaisseur
verre = 0,02,

¢ des tubes a4 hémolyse,

* une seringue a insuline,

® du papier adhésif : parafilm,

® une pite 4 modeler,

® des lames porte-objet,

¢ une étuve pour les tests sur lame,

® un microscope.

b) La pratique : 1a manipulation de base
pour tous les tests fonctionnels in vitro est

le test de pénétration simple (TP) : c’est
I'étude d’'un sperme donné dans une glaire

PIPETTE PASTEUR

cervicale et inversement. Deux techniques
sont possibles :

® Sur une lame porte-objet (Figure 2) :

On dépose une goutte de glaire cervicale sur
la lame et on la recouvre d’'une lamelle. Puis
on dépose une goutte de sperme sur deux
cbtés opposés de la lamelle, juste au contact
de son bord. Le sperme va s’étaler par capil-
larité sous la lamelle. Il s’établit alors une
interface nette entre GC et sperme. La lame
est placée en atmosphére humide a tempé-
rature ambiante [7].

® Dans un tube capillaire :

Cette méthode choisie par notre laboratoire
est plus complexe que la précédente et exige
une certaine dextérité. Le test fut décrit
pour la premiére fois par Kremer en 1965
[4]. la glaire cervicale est aspirée dans un

LAME

SPERME

GLAIRE CERVICALE

LAMELLE

SPERME

Figure 2 : Test de pénétration sur lame. Echelle 1/1,
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tube capillaire placé dans un réservoir
soudé a une plaque graduée en verre. Leur
taille est telle que le sperme est maintenu
par capillarité quand la plaque est placée
horizontalement (Figure 3). Cette technique
est tres intéressante car elle permet une
lecture facile et directe sans séparation de
la phase du mucus et de celle du sperme.
Notre technique dérive de ce test : la GC
déposée sur une lame est aspirée dans un
tube capillaire adapté a une seringue a
insuline. Un papier adhésif permet de les
maintenir unis de fagon hermétique. Il faut
veiller & ne pas introduire des bulles d’air.

A
N
Glass Rod
Glass Rod _‘F_ 0
N
‘\
B
WHO 79571

Figure 3 : Le "sperme-pénétration métre
test". A = tube capillaire ; B = réservoir ; C =
plaque graduée en cm.

Une fois le microtube rempli, il est facile de
couper avec des ciseaux le filament de GC
appendu a 'extrémité libre (Figure 4). Déli-
catement, le papier adhésif est 6té du syste-
me. L’extrémité ainsi dégagée est obturée
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par de la pate 4 modeler. La GC doit faire
légérement saillie a 'autre extrémité. Une
goutte de sperme est déposée au fond d’'un
tube a hémolyse. On glisse le microtube
dans ce dernier délicatement afin que la
saillie de GC n’adhére pas au tube a hémo-
lyse (Figure 5).

4, Le test croisé étudie un couple hypo-
fertile et exige trois TP simples suivant
les techniques précédemment décrites
(Figure 6) :

* la glaire de la femme avec le sperme de
son mari,

¢ la glaire de la femme avec un sperme
témoin,
¢ la glaire témoin avec le sperme du mari.

Notons qu’il est souhaitable de tester les
glaires et spermes témoins entre eux quand
ceux-ci sont en quantité suffisante, afin de
s’assurer de leurs bonnes qualités fonction-
nelles et de lever certains doutes toujours
envisageables.

LES RESULTATS

1. TP sur lame

La lame est étudiée au MO (objectif 40) 30
minutes, 2 heures et 6 heures aprés la
mise en route. On apprécie la progression
et survie des spermatozoides dans la gout-
te de GC. Apres quelques minutes, le plas-
ma séminal pénétre en doigt de gant ou
“phalanx formation” (Figure 7). Les sper-
matozoides colonigent ces phalanges avant
de pénétrer dans le mucus. Souvent, un
spermatozoide précéde les autres. Par
intervalles, quelques spermatozoides quit-
tent la phalange pour pénétrer le mucus.
Souvent ils quittent la phalange a partir
du sommet mais quelquefois & partir des
chtés [3].

Différentes situations se présentent :

* les spermatozoides pénétrent tout le
mucus et on toujours une bonne vitalité 6
heures aprés le début du test. C’est un
bon TP.



Section a l'aide de ciseaux

Glaire
cervicale

Figure 4 : Aspiration de la glaire cervicale dans un microtube.

a insuline

=
Tube 1
capillaire
Glaire
Cervicale
Tube a NGV L/ P
hémolyse Glaire de la femme Glaire de la femme Glaire témoin
+ + +
sperme du marie sperme témoin sperme du mari
Sperme
Figure 6 : Le test croisé.

Figure 5 : Test de pénétration simple.

Glaire Cervicale

Figure 7 : Représentation schématique d'une "Phalanx formation" dans la glaire cervicale.
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¢ les spermatozoides pénetrent trés peu ou
s'immobilisent rapidement ou présentent
des mouvements hyperkinétiques C’est
un TP médiocre voire trés médiocre,

Aucune migration ne peut étre observée.
Les spermatozoides s’accumulent alors le
long de l'interface. C’est un mauvais TP.

La lecture et l'interprétation de ce TP sur
lame nous paraissent trop délicates et treés
subjectives. Aussi nous préférons :

2. TP en tube capillaire (Figure 8)

3 criteéres sont évalués a 30 minutes, 2
heures et 6 heures apres le début du test et
sont notés sur un imprimé congu a cet effet.

Lame porte-objet

Tube capillaire

Sens de la lecture --->

Figure 8 : Lecture des tests de pénétration
au m.o. obj. 10.

a) La migration : elle débute par la forma-
tion d’'une seule phalanx [3]. Rapidement,
les spermatozoides quittent et suivent une
direction parallele a I'axe du tube. Normale-
ment, les spermatozoides migrent en 30
minutes en haut du tube, puis ils redescen-
dent.

En cas de mauvais test, les spermatozoides
peuvent s’arréter en front a4 Pentrée du
tube, butant sur un obstacle invisible. La
progression peut &tre trés lente : le chemi-
nement semble difficile et se termine par
Pépuisement des spermatozoides en 1 ou 2
heures.

b) Le nombre des spermatozoides
migrant

Nous I’évaluons par des qualificatifs tels
que : nombreux, peu nombreux, rares, tres
rares spermatozoides.
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L’OMS [8] propose une méthode de compta-
ge des spermatozoides par mm2. Pour nous,
cette évaluation précise ne nous semble pas
obligatoire sauf pour un travail scientifique.
Le critere de numération nous semble
moins important que les deux autres. Un
seul cas nous parait intéressant : la poly-
spermie dans la GC est défavorable, les
spermatozoides s’épuisant alors en moins
de trois heures.

¢) La vitalité et la survie des spermato-
zoides :

Leur appréciation est trés importante dans
Pinterprétation. La mobilité doit étre excel-
lente 6 heures apreés le début du test.

Au terme des observations successives, la
pénétration est qualifiée d’excellente,
médiocre, mauvaise ou nulle. Un bon TP se
caractérise par une migration totale en 30
minutes et une bonne survie a 6 heures.

INTERPRETATION DU TEST CROISE

Trois TP seront donc réalisés au cours du
TC:

® Un TP entre la femme et son conjoint,

e Un TP entre la femme et un sperme
témoin,

¢ Un TP entre le conjoint et une glaire
témoin.

Chacun de ses tests est qualifié de bon,
mauvais etc. La confrontation de ces trois
tests permet de conclure le test croisé
(Tableau 1). La encore, il sera excellent,
bon, médiocre ou mauvais. En cas de test
médiocre ou mauvais, on recherchera le fac-
teur en cause :

¢ la glaire cervicale : si elle ne se laisse pas
pénétrer par les spermatozoides du
conjoint et d'un témoin.

¢ le sperme du conjoint : si les spermato-
zoides ne pénétrent pas les glaires cervi-
cales de sa femme et d’'une femme témoin.

L’interprétation est plus complexe quand
glaire et sperme se révélent incompatibles
entre eux et avec les témoins respectifs.



Glaire de la femme
+
sperme du mari

Glaire de la femme
+
sperme témoin

Glaire témoin
-+
sperme du mari

Résultats

Bonne Bonne Bonne Bon test croisé
Pénétration Mauvaise Mauvaise Mauvaise Glaire hostile
et
survie Mauvaise Bonne Mauvaise Sperme déficient
Mauvaise Mauvaise Mauvaise Glaire hostile et

sperme déficient

Tableau 1 : Conclusions du test croisé.

PLACE DU TEST CROISE DANS LA
STRATEGIE DU CLINICIEN

Le TC est indiqué devant des tests post-coi-
taux déficients ou mauvais alors que la glai-
re cervicale et le sperme semblent normaux.
Techniquement, il est facile a réaliser mais
ne peut étre pratiqué en dehors d’un labora-
toire spécialisé. Comme pour le test post-
coital, 'interprétation doit étre prudente :
les résultats doivent toujours étre confron-
tés au spermogramme réalisé le méme jour
du test et 4 la courbe thermique de la
patiente en fin de cycle.

Un test médiocre ou mauvais sera toujours
contrdlé sous traitement susceptible d’amé-
liorer la quantité et la qualité de la glaire
cervicale.

La persistance de mauvais tests croisés
malgré les traitements impose la poursuite
d’investigations a la recherche d’une cause
immunologique féminine ow/et masculine.

COUT DU TEST CROISE

Le test croisé est coté B 180 et 1Cs. le B 180
comprend B60 pour le spermogramme et
B120 pour le TC.

CONCLUSION

Le test croisé est un test essentiel dans le
bilan de stérilité conjugale. Son indication
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est le test post-coital médiocre ou mauvais
sans raison apparente. Sa technique doit
étre rigoureuse pour que l'interprétation
soit valable. Il est indispensable avant toute
orientation du couple vers la PMA que ce
soit les IAC ou les FIV.

Note de la rédaction : Tous les laboratoires qui
effectuent le test croisé utilisent du sperme témoin
provenant de patients venus pour un spermo-
gramme.

Depuis le 30 juillet 1994, 'application stricte de
la loi bioéthique implique que les patients soient
informés de l'usage qui peut étre fait de leur sper-
me si celui-ci est considéré comme normal et
qu’ils donnent leur consentement par écrit.

Article 511-6 du code pénal : Le fait de recueillir
ou de prélever des gametes sur une personne
vivante sans son consentement écrit est puni de
cing ans d’emprisonnement et de 500.000F

d’amende.
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