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RESUME 

Le test  crois6  (TC) ou  test  de Hi ihner  
in vitro est  u n  test  fonct ionne l  qui per- 
met  d'appr~cier l 'apti tude des  sperma- 
tozo ides  ~ migrer  dans  la glaire cervi- 
cale .  C'est  u n  t e s t  r~a l i s~  in v i tro.  I1 
ex ige  u n e  part ic ipat ion  du  couple  mais  
a u s s i  de  s p e r m e  et  g la i re  t 6 m o i n s .  I1 
c o n s t i t u e  u n e  6 tape  i m p o r t a n t e  dans  
l ' inves t igat ion  de la st6rilit6 conjugale .  

Mots clds : test crois~, test de p~n~tration, mucus 
cervical. 

R A P P E L  PHYSIOPATHOLOGIQUE 

La migration des spermatozo~des du vagin 
vers les t rompes  est condit ionn6e par  le 
passage ~ t ravers  le mucus cervical ; ceci 
n6cessite une bonne acceptabilit6 de la glai- 
re cervicale et une bonne mobilit6 des sper- 
matozoides. 

Diff6rents tests  peuvent  6valuer ces deux 
facteurs : 

�9 tout  d'abord le test  post-coital (TPC) ou 
test de HUHNER in vivo, 

�9 puis les tests de p6n6tration crois6s (TC). 

Le pr6sent article, qui fait suite ~ l'article 
sur le TPC [6], se propose de d6crire la tech- 
nique et les indications du TC. 

Les TC sont pratiqu6s depuis une vingtaine 
d'ann6es [5] et fournissent de bons rensei- 
gnemen t s  sur  l '6va lua t ion  de la fer t i l i t6 
conjugale. 

LA TECHNIQUE 

1. Les condi t ions  de r6al i sat ion doivent 
~tre rigoureuses : 

a) Cho ix  d u  j o u r  du test : comme pour le 
TPC, le TC est r6alis~ en p6riode ovulatoire, 
p6riode de s6cr6tion maximale de glaire et 
avant  la mont6e thermique.  Une 6chogra- 
phie peut ~tre utile dans certains cas. 

b) L a  courbe thermique est indispensable 
af in  de savoir  si le TC a 6t6 r6al is6 au 
moment ad6quat. 

c) Une a b s t i n e n c e  s e x u e l l e  de  t r o i s  
jours  avant le test est demand6e au couple. 
En effet la pr6sence de spermatozo~des dans 
la glaire g~nerai t  la lecture.  De plus, les 
param~tres  spermat iques  sont  op t imaux  
avec cette abstinence. 

d) L i eu  de rda l i sa t i on  d u  TC : Le TC ne 
peut ~tre r6alis6 que dans un laboratoire 
sp6cialis6 en Biologie de la Reproduction. I1 
doit poss6der une r6serve de glaires t6moins 
a in s i  q u ' u n  r e c r u t e m e n t  q u o t i d i e n  de 
spermes t6moins. L'op6rateur doit ~tre com- 
p6tent  pour que l ' interpr6tat ion des tes ts  
soit la plus objective possible. Pour des rai- 
sons  d '61o ignement  ou des c o n t r a i n t e s  
horaires, le gyn6cologue de la patiente pour- 
ra effectuer le pr61~vement de glaire cervi- 
cale sur un ou plusieurs jours et les adres- 
sera  au l abo ra to i r e  dans  les p lus  brefs  
d61ais en r e spec t an t  les exigences de la 
conservation : conserver la glaire au r6frig6- 
ra teur  (+4 ~ en dessous du bac ~ gla~ons ; 
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pour le transport,  utiliser un thermos dans 
lequel on aura  plac~ un pet i t  sac plastic 
contenant les gla~ons. 

2. La t e c h n i q u e  des  pr61~vements  

Le TC exige d i f f~rents  m a t 6 r i a u x  biolo- 
giques : 

�9 glaire cervicale de la femme, 

�9 sperme du mari, 

�9 glaire et sperme t~moins. 

a) Le prdl~vement de la glaire endocer- 
vicale dolt ~tre soigneux. 

Apr~s nettoyage du col, avec une compresse, 
seule la glaire endocervicale est r~cupSr~e 
avec un aspiglaire (Figure 1) ou une spiret- 
te ou une  sonde u r i na i r e  adaptSe ~ une 
sonde 5ml. 

Comme pour le TPC on note les caract~ris- 
tiques : 

�9 abondance +, ++, +++, ++++ (Figure 1). 
Une quant i t~  ~gale ~ une croix est au 
moins n~cessaire  pour r~aliser  le tes t  
crois~, con t ra i rement  au TPC qui n 'en 
n~cessite que trSs peu. 

�9 l'aspect : clair, opaque 

�9 filance : 7 ~ 12 cm en p~riode ovulatoire 

�9 l e p H  : 7 ~ 8,2 [1] 

La glaire cervicale est test~e dans la demi- 
heure qui suit le pr~l~vement. Cependant, 
elle peut-~tre conserv~e au r~fr ig~rateur  
(+4 ~ pendant  environ 7 jours. 

Des prd~vements  de GC peuvent ~tre effec- 
tu~s pendant  2 ~ 3 jours en p~riode ovula- 
to i re ,  conse rves  au  f ro id  pu is  t e s t~s  
ensemble le m~me jour quand le mari  se 
rend  au labora to i re .  Cet te  p ra t ique  que 
nous appelons "cycle cervical" est int~res- 

sante pour les femmes qui s~cr~tent de la 
glaire cervicale pendant  3 ~ 5 jours, mais 
qui n'est p~n~trable par les spermatozoades 
qu'un seul jour. 

b) Le p r ~ l ~ v e m e n t  d u  s p e r m e  d u  
conjoint s'effectue dans les m~mes condi- 
tions que celles du spermogramme : 

�9 pr~l~vement au laboratoire si possible, 

�9 recueil dans un r~ceptacle propre, 

�9 par masturbation, 

�9 apr~s une abst inence sexuelle de trois  
j ours. 

Le sperme est utilis~ dans l 'heure qui suit 
le pr~l~vement.  Une n u m 6 r a t i o n  et une  
observation de la mobilit~ sur  24 heures  
seront effectu~es. 

c) Obtention des tdmoins : 

Les glaires t~moins ont ~t~ pr61ev~es sur des 
femmes en p~riode ovulatoire. Elles ont ~t~ 
pr~alablement test6es et sont conserv~es au 
froid (+4 ~ et utilis~es dans un d~lai de 7 
jours. Decant  la difficult~ de stockage des 
g la i res  cerv ica les ,  c e r t a i n s  a u t e u r s  
conseillent ru t i l i sa t ion de glaire cervicale 
bovine [2]. Ses propri~t~s biochimiques et 
fonctionnelles sont proches de celles de la 
femme. Cependant nous ne l'utilisons plus 
car les schemas de p~n~tration sont diff,- 
rents dans la glaire humaine et bovine : dans 
cette derni~re,  les spermatozoa'des n 'on t  
aucune orientation, la migration ne d~passe 
pas 1,5 cm et leur survie est diminu~e. 

Les spermes t~moins sont choisis parmi les 
patients qui consultent au laboratoire pour 
un spermogramme ou une FIV. Seuls sont 
re tenus comme t~moins, ceux qui pr~sen- 
ten t  les meil leurs param~tres .  (Voir plus 
bas la note de la rgdaction). 

L L | 
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i 

Figure 1 : Mesure quantitative de la g la ire  cervicale  dans  l 'aspiglaire.  Echel le  1/2. 
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3. La manipulation 

a) Le materiel  n~cessaire est simple. I1 com- 
prend : 

�9 des tubes capillaires : longueur  75mm - 
d i a m ~ t r e  i n t e r n e  1,2 mm - ~pa i s s eu r  
verre + 0,02, 

�9 des tubes ~ h~molyse, 

�9 une seringue ~ insuline, 

�9 du papier adh~sif : parafilm, 

�9 une pate ~ modeler, 

�9 des lames porte-objet, 

�9 une ~tuve pour les tests sur lame, 

�9 un microscope. 

b) L a  p r a t i q u e  : la manipulat ion de base 
pour t o u s l e s  tests fonctionnels in vitro est 
le tes t  de p~n~tra t ion  s imple (TP) : c 'est 
l'~tude d'un sperme donn~ dans une glaire 

cervicale et inversement .  Deux techniques 
sont possibles : 

�9 S u r  une lame porte-objet  (Figure 2) : 

On d~pose une goutte de glaire cervicale sur 
la lame et on la recouvre d'une lamelle. Puis 
on d~pose une goutte de sperme sur deux 
cSt~s opposes de la lamelle, juste  au contact 
de son bord. Le sperme va s'~taler par  capil- 
larit~ sous la lamelle. I1 s'~tablit alors une 
interface net te  entre GC et sperme. La lame 
est plac~e en atmosphere humide ~ tempe- 
ra ture  ambiante [7]. 

�9 Dans  un tube capillaire : 

Cette m~thode choisie par  notre laboratoire 
est plus complexe que la pr~c~dente et exige 
une cer ta ine  dexteritY. Le t es t  fut  d~crit  
pour la premiere  fois par  Kremer  en 1965 
[4]. la glaire cervicale est aspir~e dans un  

PIPETTE PASTEUR 

LAME 

SPERME 

GLAIRE CERVICALE 

LAMELLE 

SPERME 

Figure  2 : Test  de  p~n~tra t ion  sur  lame. Echel le  1/1. 
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t u b e  cap i l l a i r e  plac~ dans  un  r~servo i r  
soud~ ~ une plaque graduSe en verre. Leur 
taille est telle que le sperme est maintenu 
par  capillarit~ quand la plaque est plac~e 
horizontalement (Figure 3). Cette technique 
est  tr~s in t~ressan te  car elle permet  une 
lecture facile et directe sans s~paration de 
la phase  du mucus et de cetle du sperme. 
Notre  technique d~rive de ce tes t  : la GC 
d~posSe sur une lame est aspir~e dans un 
t ube  capi l la i re  adapt~  h une  se r ingue  h 
insuline. Un papier  adh~sif permet  de les 
maintenir  unis de fa~on herm~tique. I1 faut 
veiller ~ ne pas introduire des bulles d'air. 

"\  15 

Glass Rod 

Glass Rod 

B 

F i g u r e  3 : L e  " s p e r m e - p d n ~ t r a t i o n  m ~ t r e  
test': A = t u b e  c a p i l l a i r e  ; B = r ~ s e r v o i r  ; C = 
p l a q u e  g r a d u d e  e n  c m .  

Une fois le microtube rempli, il est facile de 
couper avec des ciseaux le filament de GC 
appendu ~ l'extr~mit~ libre (Figure 4). D~li- 
catement, le papier adh~sif est 8t~ du syst~- 
me. L'extr~mit~ ainsi d~gag~e est obtur~e 

par de la pate h modeler. La GC doit faire 
l~g~rement saillie h l 'autre extremitY. Une 
goutte de sperme est d~pos~e au fond d'un 
tube  ~ h~molyse.  On glisse le mic ro tube  
dans ce dernier  d~l ica tement  afin que la 
saillie de GC n'adh~re pas au tube h h~mo- 
lyse (Figure 5). 

4. Le  t e s t  c ro is~  ~tudie  u n  couple  h y p o -  
fe r t i l e  et exige  trois  TP s imples  suivant  
les t e c h n i q u e s  p r ~ c ~ d e m m e n t  d ~ c r i t e s  
(Figure 6) : 

�9 la glaire de la femme avec le sperme de 
son mari, 

�9 la glaire de la femme avec un spe rme  
t~moin, 

�9 la glaire t~moin avec le sperme du mari. 

Notons qu'il est  souhai table  de t e s te r  les 
glaires et spermes t~moins entre eux quand 
ceux-ci sont en quantit~ suffisante, afin de 
s 'assurer de leurs bonnes qualit~s fonction- 
nelles et de lever certains doutes toujours 
envisageables. 

L E S  R E S U L T A T S  

1. TP sur lame 

La lame est 6tudi6e au MO (objectif 40) 30 
minu te s ,  2 h e u r e s  et  6 h e u r e s  apr~s la 
mise en route. On appr~cie la progression 
et survie des spermatozoa'des dans la gout- 
te de GC. Apr~s quelques minutes,  le plas- 
ma s~minal p~n~tre en doigt de gant  ou 
"phalanx formation" (Figure 7). Les sper- 
matozo~des colonisent ces phalanges avant  
de p~n~trer  dans  le mucus.  Souvent ,  un 
spe rma tozo~de  p r e c e d e  les a u t r e s .  P a r  
intervalles, quelques spermatozo~des quit- 
tent  la phalange pour p~n~trer le mucus.  
Souvent  ils qui t tent  la phalange ~ par t i r  
du sommet  mais quelquefois ~ par t i r  des 
cSt~s [3]. 

Diff~rentes situations se pr~sentent : 

�9 les s p e r m a t o z o i d e s  p S n ~ t r e n t  t o u t  le 
mucus et on toujours une bonne vitalit~ 6 
heures  apr~s le d~but du test .  C'est un 
bon TP. 
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Section ~ l'aide de ciseaux 

Glaire ~ ' ~  I 
cervicale I 

i I / ~  ~ Tlube Seris:hg~. :e 
/ ~ ~pil laire 

Tube 
capillaire 

Tube 
h~molyse - -  

I 

Figure 4 : Asp i ra t ion  de la g la i re  cervicale  dans  un microtube. 

Glaire 
Cervicale 

Sperme 

m _ _  u 

Glaire de la femme Glaire de la femme Glaire t~moin 
+ + + 

sperme du marie sperme t~moin sperme du mari 

Figure 6 : Le test  croisd. 

Figure 5 : Test  de pdn~trat ion simple. 

Glaire Cervicale 
/ 

: . . . . . . - . .  :,-:. :j...::,...::.!:.i.;.~.:!Lii::-~:i::.~.:;:::.:~:--:~.:..::.;: . -  ~ ; : . .  

: - . ' . " . . ' ,  ' . - ~  -" :."-:i .", ~.. ,: '  ',-.:."]::::::. .. ': -' -. " : - .] 
. . . - , . . . . . ' f ~  . . . . . . : .  : . . ~ . . . . . : ,  ~ . :  ::!: ,::: . : . . :-. . . . . . . . ,  �9 . .  �9 . :  ' . ~ . : . " . , . . , . ! Z . " . . . : . . : : - : : . . . : . - .  - . . . .  
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Figure 7: Reprdsentat ion sch~matique d~une "Phalanx formation" dans  la g la i re  cervicale.  
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�9 les spermatozoides p@n~trent tr~s peu ou 
s'immobilisent rapidement ou pr@sentent 
des mouvements  hyperkin@tiques C'est 
un TP m@diocre voire tr~s m@diocre. 

Aucune migra t ion  ne peut  @tre observ@e. 
Les spermatozoides s 'accumulent  alors le 
long de l'interface. C'est un mauvais TP. 

La lecture et l'interpr@tation de ce TP sur 
lame nous paraissent trop d@licates et tr~s 
subjectives. Aussi nous pr@f@rons : 

2. TP  e n  t u b e  cap i l l a i r e  (F igure  8) 

3 cr i t~res  sont  @valu@s h 30 minu te s ,  2 
heures et 6 heures apr~s le d@but du test et 
sont not6s sur un imprim6 con~u h cet effet. 

Tube capil laire Lame porte-objet 

I 

Sens de la lecture ---> 

Figure 8 : Lecture des tests de p~n~tration 
au m.o. obj. 10. 

a) L a  m i g r a t i o n  : elle d@bute par la forma- 
tion d'une seule phalanx [3]. Rapidement,  
les spermatozoides quit tent  et suivent une 
direction parall~le h l'axe du tube. Normale- 
ment ,  les spermatozoides  mig ren t  en 30 
minutes en haut  du tube, puis ils redescen- 
dent. 

En cas de mauvais test, les spermatozoides 
peuven t  s ' a r r~ te r  en f ront  h l ' en t r6e  du 
tube, bu t an t  sur un obstacle invisible. La 
progression peut @tre tr~s lente : le chemi- 
nemen t  semble difficile et se termine par 
r@puisement des spermatozoides en 1 ou 2 
heures. 

b) Le  n o m b r e  d e s  s p e r m a t o z o ~ d e s  
m i g r a n t  

Nous l'@valuons par  des qualificatifs tels 
que : nombreux, peu nombreux, rares, tr~s 
rares spermatozo'ides. 

L'OMS [8] propose une m@thode de compta- 
ge des spermatozoides par mm 2. Pour nous, 
cette @valuation pr@cise ne nous semble pas 
obligatoire sauf pour un travail scientifique. 
Le cr i t~re  de num@rat ion  nous  semble  
moins important  que les deux autres.  Un 
seul cas nous parai t  int@ressant : la poly- 
spermie dans  la GC est  d@favorable, les 
spermatozoides s'@puisant alors en moins 
de trois heures. 

c) La  v i ta l i td  et la survie des spermato- 
zoides : 

Leur appr@ciation est tr~s importante dans 
l'interpr@tation. La mobilit@ doit @tre excel- 
lente 6 heures apr~s le d@but du test. 

Au terme des observations successives, la 
p@n@tration es t  qualifi@e d ' e x c e l l e n t e ,  
m@diocre, mauvaise ou nulle. Un bon TP se 
caract@rise par une migration totale en 30 
minutes et une bonne survie ~ 6 heures. 

I N T E R P R E T A T I O N  D U  TEST CROISE 

Trois TP seront done r@alis@s au eours du 
TC: 

�9 Un TP entre la femme et son conjoint, 

�9 Un TP e n t r e  la f e m m e  et un  s p e r m e  
t@moin, 

�9 Un TP en t re  le conjoint  et  une  gla i re  
t@moin. 

Chacun  de ses tes t s  est  qualifi@ de bon, 
mauvais etc. La confrontation de ces trois 
t e s t s  p e r m e t  de conc lure  le t e s t  crois@ 
(Tableau 1). Lh encore, il sera excellent,  
bon, m@diocre ou mauvais.  En cas de test  
m@diocre ou mauvais, on recherchera le fac- 
teur en cause : 

�9 la glaire eervieale : si elle ne se laisse pas 
p@n@trer pa r  les s p e r m a t o z o i d e s  du 
conjoint et d'un t@moin. 

�9 le sperme du conjoint : si les spermato- 
zoides ne p@n~trent pas les glaires cervi- 
cales de sa femme et d'une femme t@moin. 

L'interpr@tation est plus complexe quand 
glaire et sperme se r@v~lent incompatibles 
entre eux et avec les t@moins respectifs. 
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G l a i r e  d e  la  f e m m e  G l a i r e  d e  la  f e m m e  G l a i r e  t ~ m o i n  
+ + + R ~ s u l t a t s  

s p e r m e  d u  m a r i  s p e r m e  t d m o i n  s p e r m e  d u  m a r i  

Bonne  Bonne  Bonne  Bon t e s t  crois~ 

P~n~trat io~ M a u v a i s e  M a u v a i s e  M a u v a i s e  G la i r e  hos t i l e  
et  

su rv ie  M a u v a i s e  Bonne  M a u v a i s e  S p e r m e  d~fic ient  

M a u v a i s e  M a u v a i s e  M a u v a i s e  Gla i re  hos t i le  e t  
s p e r m e  d~ficient  

T a b l e a u  1 : C o n c l u s i o n s  d u  t e s t  crois~.  

PLACE DU TEST CROISE DANS LA 
STRATEGIE DU CLINICIEN 

Le TC est indiqu~ devant des tests post-co~- 
taux d~ficients ou mauvais alors que la glai- 
re cervicale et le sperme semblent normaux. 
Techniquement, il est facile ~ r~aliser mais 
ne peut  ~tre pratiqu~ en dehors d'un labora- 
toire sp~cialis~. Comme pour le tes t  post- 
coital, l ' interpr~tation doit ~tre prudente  : 
les r~sultats doivent toujours ~tre confron- 
t~s au spermogramme r~alis~ le m~me jour 
du t e s t  e t  ~ la cou rbe  t h e r m i q u e  de la 
patiente en fin de cycle. 

Un test  m~diocre ou mauvais sera toujours 
contr61~ sous t ra i tement  susceptible d'am~- 
liorer la quantit~ et la qualit~ de la glaire 
cervicale. 

La p e r s i s t a n c e  de mauva i s  t e s t s  crois~s 
malgr~ les t ra i tements  impose la poursuite 
d'investigations ~ la recherche d'une cause 
immunologique f~minine ou/et masculine. 

COUT DU TEST CROISE 

Le test  crois~ est cot~ B 180 et 1Cs. le B 180 
comprend  B60 pour  le spe rmogramme et 
B120 pour le TC. 

CONCLUSION 

Le tes t  crois~ est un test  essentiel dans le 
bilan de st~rilit~ conjugale. Son indication 

est le test  post-coital m~diocre ou mauvais  
sans raison apparente .  Sa technique  doit 
~tre r igoureuse  pour  que l ' in te rpr~ta t ion  
soit valable. I1 est indispensable avant  toute 
orientation du couple vers la PMA que ce 
soit les IAC ou les FIV. 

N o t e  de la r~daction : Tousles laboratoires qui 
effectuent le test croisd utilisent du sperme tdmoin 
provenant de patients venus pour un spermo- 
gramme. 
Depuis le 30 juillet 1994, l'application stricte de 
la loi biodthique implique que les patients soient 
informds de l'usage qui peut ~tre fait de leur sper- 
me si celui-ci est considdr~ comme normal et 
qu'ils donnent leur consentement par dcrit. 
Article 511-6 du code pdnal : Le fait de recueillir 
ou de pr~lever des gambtes sur une personne 
vivante sans son consentement dcrit est puni de 
cinq ans d ' empr i sonnemen t  et de 500. O00F 
d'amende. 
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ABSTRACT 

The  i n - v i t r o  c ros sed  ce rv ica l  m u c u s  
p e n e t r a t i o n  t e s t  

M a r i e - C a t h e r i n e  LAVAUD 

T h e  c r o s s e d  h o s t i l i t y  t e s t  o r  i n - v i t r o  
H u h n e r  tes t  is a f u n c t i o n a l  t es t  w h i c h  
e v a l u a t e s  t h e  ab i l i t y  of  s p e r m a t o z o a  to 
m i g r a t e  in  ce rv i ca l  m u c u s .  I t  is an  in- 

v i t r o  t e s t  t h a t  r e q u i r e s  t h e  i n v o l v e -  
m e n t  of  t he  couple ,  as wel l  as t he  pro- 
v i s i o n  o f  c o n t r o l  s e m e n  a n d  m u c u s ,  
a n d  c o n s t i t u t e s  a n  i m p o r t a n t  s t ep  in  
t h e  i n v e s t i g a t i o n  of  an  i n fe r t i l e  couple .  

Key-words : crossed test, mucus penetration test. 
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