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RESUME

Cette étude préliminaire vise & interpréter
les résultats de 250 spermocultures, réalisées
chez des hommes asymptomatiques dans le
cadre d’une assistance médicale a la procréa-
tion, en terme d’écologie bactérienne du trac-
tus génital masculin.

Linterprétation conjointe des résultats des
spermocultures sur milieux usuels et des
résultats de la recherche d’Ureaplasma urea-
lyticum (UU) sur milieux spéciaux permet en
effet de créer 3 classes : classe 1 : culture sté-
rile (germes banaux < 2.102 UFC/ml et absen-
ce d'UU) : 30,8%, classe 2 : spermoculture avec
germes a taux non spécifiques (flore polymi-
crobienne et/ou UU < 103 UCC/ml) : 40%, clas-
se 3 : spermoculture avec germes en quantité
significative (1 ou 2 germes banaux >
103UFC/ml et/ou titre élevé 4’'UU (> 104
UCC/m)l)) : 29,2%. Si pour cette derniére clas-
se, on considére un seuil pathologique > 104
UFC/ml pour les espéces potentiellement
pathogénes (entérobactéries, entérocoques et
streptocoques B hémolytiques), et > 105
UFC/ml pour les autres, on retrouve 16,4% de
spermocultures positives.

En fait, UU et Gardnerella vaginalis sont les 2
germes les plus isolés, et sont souvent asso-
ciés. Nous proposons d’interpréter cette asso-
ciation comme une colonisation a haut degré
du tractus génital masculin. Ceci permet de
préciser 'importance d’un isolement bacté-
rien, en particulier d'UU, et de proposer des
lignes de conduite permettant de décider du
traitement du patient avant assistance médi-
cale a la procréation.
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I. INTRODUCTION-BUT

La spermoculture fait partie du bilan minimal
d’un couple infertile en vue d'une Assistance
Médicale a la Procréation (AMP) [1]. Elle vise
d’une part a expliquer une altération des para-
metres spermatiques consécutive a la présence
de bactéries dans le sperme [7], et d’autre part
a rechercher des germes qui pourraient conta-
miner les milieux de culture embryonnaire
[11]. Cependant, alors que la prise en charge
des pathogénes obligatoires que sont
Chlamydia trachomatis et Neisseria gonor-
rhoeae est bien codifiée, il n’y a pas de consen-
sus pour interpréter la présence de bactéries
banales dans le sperme. Il peut étre contaminé
par la flore de l'urétre antérieur lors de I'éja-
culation [16], et la part entre colonisation et
infection du tractus génital chez un homme
asymptomatique, ainsi que leurs significations
cliniques, restent mal comprises. La question
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essentielle est donc, lorsqu’on isole un germe
dans une spermoculture, de savoir : quand
faut-il traiter le patient [9] ?

Pour tenter de répondre a cette question, nous
avons, dans cette étude préliminaire, essayé
d’appréhender I'écologie bactérienne du trac-
tus génital masculin. Pour cela, nous n’avons
pas simplement considéré I'isolement de telle
ou telle bactérie, comme l'ont fait les études
précédentes, mais nous avons associé les résul-
tats de la spermoculture standard, sur milieux
usuels, et de la recherche de mycoplasmes, sur
milieux spécifiques. Aprés avoir ainsi analysé
250 spermocultures, nous proposons des
conduites a tenir qui resteront a affiner par
des travaux ultérieurs.

II. MATERIEL ET METHODES
1. Population

Nous avons considéré le recrutement du
Laboratoire de Spermiologie sur une période
de 6 mois (décembre 1999 a mai 2000). Tous les
hommes ont respecté un délai d’abstinence
sexuelle de 2 a 5 jours, ils sont asymptoma-
tiques sur le plan urogénital, et n’ont pas pris
récemment de traitement antibiotique. Les
patients présentant une pathologie vésico-
sphinctérienne, ainsi que ceux présentant une
hypospermie et la majorité de ceux suspects
d’azoospermie (pour lesquels la totalité de
Péjaculat a été affectée a la réalisation du sper-
mogramme), ont été éliminés.

La population ainsi considérée représente 250
patients adressés dans le cadre d'une AMP.

2. Procédure clinique

Les patients sont informés des consignes géné-
rales d’asepsie a respecter, affichées dans
chaque salle de recueil conformément a la
législation [1] et systématiquement commen-
tées par un membre de ’équipe. Ces consignes
comportent un lavage soigneux des mains avec
du savon liquide, suivi d’'un essuyage avec des
serviettes en papier, puis une toilette locale : le
gland décalotté est désinfecté avec des com-
presses stériles imprégnées d’un antiseptique
(Amukine ®), puis rincé a I'eau physiologique
stérile. Le premier jet urinaire est alors
recueilli en flacon stérile et suivi d'une miction
compléte, avant masturbation et recueil du
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sperme dans un réceptacle spécifique stérile.

A noter que les patients ont été invités a boire
abondamment deés la veille de leur venue au
laboratoire, et & uriner au moins une fois le
matin du recueil.

3. Mise en évidence des polynucléaires
dans le sperme

Les spermogrammes sont réalisés selon les
recommandations de 'OMS. En particulier, les
polynucléaires sont détectés dans le sperme
liquéfié apres une demi-heure 4 37°C en atmo-
sphere enrichie en CO9, par la méthode histo-
chimique traditionnelle de mise en évidence de
la peroxydase endogeéne (utilisation de phloxi-
ne B/cyanosine et de benzidine additionnées
extemporanément d’H209). Le seuil retenu
pour parler de leucospermie est de 106 polynu-
cléaires /ml de sperme [20].

4. Bactériologie

Apres liquéfaction d'une demi-heure a 37°C,
un aliquot de 500 pl de sperme, dilué au demi
en milieu de Ringer, est transporté dans les 4
heures au Laboratoire de Bactériologie avec le
premier jet urinaire conservé a 4°C. Sperme et
urine sont alors traités de facon identique afin
de pouvoir comparer la quantité de germes
entre les deux prélevements. Succinctement, la
mise en culture est faite sur milieu stan-
dard (gélose au sang cuit additionné de vita-
mines) pour la recherche de germes banaux,
avec numération a 48 h.

Une identification et un antibiogramme sont
alors réalisés lorsqu'une ou deux espéces bac-
tériennes sont présentes a au moins 103
Unités Formant Colonie (UFC)/ml.
Paralléelement, des milieux spéciaux pour
mycoplasmes (Mycoplasma Duo®, Sanofi
Pasteur) sont ensemencés, a la recherche
d’Ureaplasma urealyticum (UU) et de
Mycoplasma hominis (MH), avec évaluation
semi-quantitative de leur croissance par quan-
tification des Unités Changeant de Couleur
(UCC) en : absence, taux faible (< 103 UCC/ml)
ou taux fort (> 104 UCC/ml). Les germes anaé-
robies n’ont pas été recherchés.

5. Statistiques

Le test du Chi2 (x2) a été utilisé pour détermi-
ner la significativité des différences observées.



III. RESULTATS
1. Milieux standards

Nous avons distingué, parmi les spermocul-
tures rendues négatives, celles pour lesquelles
la culture est stérile (germes < 2.102 UFC/ml),
et celles pour lesquelles on retrouve un isole-
ment polymorphe sans prédominance dun
type de colonie, qualifiées par le terme de flore
polymicrobienne (FPM). Nous obtenons ainsi :
culture stérile : 32 %, FPM : 42,4 %, et culture
avec prédominance d’un ou deux germes > 103
UFC/ml : 25,6 % (dont 92,2% ne retrouvent
quun germe). Les espéces isolées sont indi-
quées dans le tableau 1.

2. Milieux pour mycoplasmes

MH est trés rarement isolé (1,6% des recueils),
et toujours en association et a un taux similai-
re a UU : nous n’avons donc considéré pour
cette étude que ce dernier. On retrouve : cultu-
re stérile : 82 %, taux faible : 9,2 %, et taux
fort : 8,8 %. Un taux fort d'UU est le seuil adop-
té dans les urétrites et consécutivement retenu

comme significatif pour le sperme [4], ce qui
permet de considérer d’emblée ces 8,8 %
comme des spermocultures présentant un seuil
pathogéne de germes.

3. Synthese des résultats pour les 2 types
de milieux

Afin de synthétiser les résultats précédents,
nous avons créé 3 classes :

classe 1: spermoculture stérile (germes
banaux < 2.102 UFC/ml et UU

absent) : 30,8%,

spermoculture avec germes a taux
non spécifiques (FPM et/ou UU a
taux faible ou nul) : 40 %,

classe 2 :

classe 3 : spermoculture avec germes a taux
significatifs (définition selon la
méthodologie bactériologique : 1
ou 2 germes banaux > 103 UFC/ml

et/ou UU a taux fort) : 29,2 %.

Cette derniere classe est celle des
spermocultures “ positives ”.

Tableau 1: Germes isolés en spermoculture standard a seuil significatif (> 103 UFC/ml).
Les espéces ont été regroupées en espéces a fort pouvoir pathogéne, pour lesquelles le seuil patho-
géne proposé est > 104 UFC/ml, et en espéces a faible pouvoir pathogéne, pour lesquelles le seuil

pathogeéne proposé est > 105 UFC/ml.

A) ESPECES A FORT POUVOIR PATHOGENE :

Germes Nombre total d’isolats Nombre d’isolats
> 104 UFC/ml

Entérobactéries :

Escherichia coli 6 4

Proteus mirabilis 2 4

autres 2 2
Enterococcus sp. 5 4
Streptococcus agalactiae 3 2

B) ESPECES A FAIBLE POUVOIR PATHOGENE :

Germes Nombre total d’isolats Nombre d’isolats
> 105 UFC/ml
Gardnerella vaginalis 22 6
Corynebacterium sp. 3 0
Streptocoques oraux 14 5
Streptocoques non groupés 4 1
Staphylocoques a coag. nég. 6 2
Candida sp. 1 1




3. Application des seuils de pathogénicité

Le seuil de 103 bactéries/ml d’éjaculat retenu
par 'OMS en 1992 [in 9] apparait trop faible
pour un prélévement normalement colonisé.
De Barbeyrac et al. [4] ont donc proposé des
seuils plus élevés qui, adaptés a notre protoco-
le de numération des colonies, correspondent a
un taux > 104 UFC/ml pour les entérobacté-
ries, les entérocoques et les streptocoques B-
hémolytiques (espéces potentiellement patho-
geénes), et a un taux > 105 UFC/ml pour les
autres germes banaux appartenant aux flores
cutanée, buccale et fécale. En conservant pour
UU un taux fort (> 104 UCC/ml) comme patho-
gene, l'application de ces seuils permet de
considérer un nombre final de spermocultures
positives de 16,4 %.

4. Caractéristiques des spermocultures
positives

Nous avons comparé la numération dans le 167
jet urinaire (Ul) et dans le sperme afin de
mieux cerner lorigine des germes : 2/3 des
germes banaux a seuil pathogéne sont dans le
sperme en quantité au moins 10 fois supérieu-
re a celle dans Ul, indiquant une origine
haute, vraisemblablement prostatique.

Concernant les taux forts d'UU dans le sper-
me, on retrouve un taux fort dans Ul dans 72,7
% des cas. De plus, un taux fort a la fois dans
le sperme et dans U1 s’associe dans 3/4 des cas
a un germe standard en quantité > 103
UFC/ml dans le sperme (0<0,02). Par contre,
lorsque le taux fort dans le sperme s’associe a
un taux faible ou nul dans Ul, il est par
ailleurs associé dans 83,3 % des cas a une
absence de germes banaux > 103 UFC/ml dans
le sperme (0:<0,02).

Ces données sont & comparer au fait que glo-
balement UU, qui représente la bactérie la
plus isolée, est associé dans prés de 60 % des
cas a4 un germe banal, essentiellement
Gardnerella vaginalis, seconde espece la plus
isolée.

5. Prévalence de la leucospermie

Dans notre population, la prévalence moyenne
d’une leucospermie est de 8,4 %. On n’observe
pas de différence significative, quel que soit le
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résultat de la culture standard, quel que soit le
seuil, pathogéne ou non, d'un germe banal
isolé, et quel que soit le taux, fort ou faible,
d'UU. Elle apparait donc comme non discrimi-
nante sur notre série.

IV. DISCUSSION

L’analyse de nos spermocultures montre que
notre protocole de recueil n’autorise que de
rares contaminations. Il inclut les explications
orales, primordiales [3], et 'utilisation de solu-
tions antiseptiques cutanées qui, bien qu’utili-
sées depuis longtemps, ont vu leur intérét
récemment démontré [10]. On constate alors
que trés peu de germes de contamination cuta-
née sont isolés, tels les staphylocoques & coa-
gulase négative, qui prédominent au niveau du
sillon balano-préputial [19], et que les 2/3 des
germes banaux retenus ont pour origine le
tractus haut. On peut alors admettre que les
FPM représentent, non pas des contamina-
tions, mais une partie des colonisations uré-
trales (flore saprophyte), ce qui conforte I'inté-
rét de les considérer comme “ négatives ”.

L'espéce bactérienne la plus isolée est UU, sui-
vie de Gardnerella vaginalis, ce qui correspond
aux résultats antérieurement publiés [3]. Nous
retrouvons également ces 2 espéces fréquem-
ment associées [6]. Cette association est impor-
tante a considérer, puisque nous montrons
qu’un taux fort d’'UU 4 la fois dans le sperme et
U1 est significativement associé a un germe
banal en quantité > 103 UFC/ml dans le sper-
me, essentiellement Gardnerella vaginalis.
Cette situation peut étre interprétée de deux
manieres :

1) 11 peut s’agir d’'une prolifération d'UU par
modifications des conditions locales a la suite
d'un processus infectieux, principalement
causé par Gardnerella vaginalis en 'occurren-
ce. Néanmoins, malgré sa pénétration dans les
cellules épithéliales de l'uretre, Gardnerella
vaginalis est exceptionnellement pathogéne
pour I’homme, surtout soupgonné d’étre la
source des réinfections féminines [18].
L’hypothese est donc peu vraisembilable.

2) Nous proposons d’y voir plutét une colonisa-
tion & degré élevé, — par opposition & une colo-
nisation a bas degré, représentée par une FPM




—. Elle représenterait une situation intermé-
diaire, avec un déséquilibre de la flore norma-
le saprophyte, mais sans réel pouvoir pathoge-
ne. Elle pourrait en fait étre transitionelle,
séquellaire d’une autre infection, avec un
retour progressif a une flore normale, ou au
contraire symptomatique d’une altération des
mécanismes de défense du tractus génital
masculin, voire de ceux du couple, avec un
mécanisme de contamination basse réciproque
itérative de 'homme et de la femme.

Nous avons également montré qu'un taux fort
d’'UU uniquement dans le sperme s’associe a
une absence de germes banaux en quantité >

103 UFC/ml, ce qui plaide dans ce cas pour un
role propre d'UU au niveau prostatique, UU
n’étant jamais retrouvé dans les déférents [17].
La synthése de nombreux travaux a montré
que sur le spermogramme, seule I'altération de
la qualité de la mobilité des spermatozoides
peut étre retenue comme effet potentiel des
mycoplasmes [13]. On pourra donc dans ce cas
traiter si le patient présente soit une asthéno-
zoospermie pure, soit une asthénozoospermie
plus importante que ne le voudrait l'oligotéra-
tozoospermie associée. Lorsque le taux fort
d’UU est associé a d’autres anomalies, voire &
un spermogramme normal, ainsi que lors des
colonisations a degré élevé, la conduite a tenir
est plus difficile & définir. Lors d'une féconda-
tion in vitro, un plus fort taux d’avortements
spontanés a cependant été observé chez les
femmes dont le partenaire, par ailleurs asymp-
tomatique et avec des parametres sperma-
tiques normaux, présentait UU a la spermo-
culture réalisée le jour de la tentative. La bac-
térie étant éliminée par la préparation du
sperme, ceci serait lié 4 des facteurs maternels,
infection a UU préexistante ou contractée
aprés la conception, 'endométrite étant la
seule anomalie féminine causée par UU et liée
a l'infertilité [8]. On pourrait alors proposer un
traitement simultanément aux deux membres
du couple, en vue de V'implantation embryon-
naire, ce qui reste entierement a évaluer. On
peut néanmoins appréhender que la décision
de traiter s’appuiera sur des éléments fémi-
nins, tels que les résultats d’un frottis vaginal
ou de la biopsie endométriale. En contrepartie,
il est démontré que le traitement de 'homme
asymptomatique augmente l'incidence des

bacilles Gram négatif sur les frottis vaginaux
hauts de la partenaire [11]. Si la vaginose bac-
térienne n’influe pas sur le taux de fécondation
in vitro ni sur le taux d’implantation embryon-
naire [12], elle favoriserait les fausses couches
au premier trimestre [14], et une altération de
la flore vaginale pourrait de toute facon étre
une source de contamination des cultures
embryonnaires lors de la ponction transvagi-
nale de recueil des ovocytes [11]. Ceci doit
d’ailleurs étre présent a I'esprit avant de débu-
ter tout traitement antibiotique, méme lorsque
son indication semble peu discutable. Cest le
cas pour toutes les bactéries a fort pouvoir
pathogene, en l'occurrence les entérocoques,
les streptocoques B-hémolytiques, et E. coli,
dont nous retrouvons quelle représente la
quasi-totalité des entérobactéries isolées [19],
et qui est habituellement considérée comme &
risque de contamination des milieux d’AMP
par son potentiel d’adhésion aux spermato-
zoides [2, 5]. Ainsi, on peut proposer que, dans
tous les cas, le traitement soit terminé 3 mois
avant la tentative d’AMP, d’une part pour per-
mettre la restauration dune flore vaginale
normale, d’autre part pour pallier I'effet néga-
tif des antibiotiques sur la spermatogenese et
les spermatozoides [15].

Enfin, on retiendra que cette étude préliminaire
ne retrouve pas d’intérét de la leucospermie
pour le diagnostic d’'une infection subclinique

[9].
V. CONCLUSION

Cette étude préliminaire privilégie, pour I'in-
terprétation des spermocultures, I'abord des
résultats en termes d’écologie bactérienne du
tractus génital masculin. Elle introduit les
notions de colonisation a bas degré, représen-
tée par une flore polymicrobienne non spéci-
fique, et de colonisation a degré élevé, essen-
tiellement représentée par l'association UU a
titre élevé / Gardnerella vaginalis. Ces notions
permettent d’orienter la décision de traiter, en
particulier lorsqu’on retrouve un taux fort
d’UU, selon les lignes de conduite suivantes :

* Jorsqu'on isole en quantité > 104 UFC/ml un
germe banal & fort pouvoir pathogene, de
type E. coli, streptocoque B ou entérocoque,
qu’il soit ou non associé a UU : traiter le
germe banal.
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lorsqu’on isole en quantité > 105 UFC/ml un
germe banal a faible pouvoir pathogene,
sans association a UU : traiter selon le
contexte, par exemple au vu des anomalies
du spermogramme, telles les asthénozoo-
spermies pures.

lorsqu’on isole UU a titre fort, en associa-
tion ou non avec un germe banal en quanti-
té > 103 UFC/ml : traiter UU s'il existe une
asthénozoospermie isolée, et éventuelle-
ment le germe banal en quantité > 109
UFC/ml.

dans les autres cas, en particulier pour les
taux forts d'UU sans germes banaux ni ano-
malies du spermogramme : traiter le couple
en fonction des résultats du bilan féminin
(par exemple l'existence d'une endométrite
chronique histologique), dans le but d’amé-
liorer I'implantation embryonnaire.

Ainsi, l'interprétation de la spermoculture est
rarement univoque, et les lignes de conduite
proposées restent a affiner par des études ulté-
rieures. Néanmoins, I'abord des résultats en
termes d’écologie bactérienne du tractus géni-
tal masculin, intégrés au contexte non seule-
ment du spermogramme, mais aussi du bilan
féminin, représente certainement l'interpréta-
tion la plus satisfaisante des spermocultures
pour la prise en charge de patients en assis-
tance médicale a la procréation.
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ABSTRACT

Semen culture in asymptomatic men, based
on a series of 250 cases.

F. VIRECOULON, A. FRUCHART-FLAMEN-
BAUM, F. WALLET, A. DEFOSSEZ,
M. C. PEERS & V. MITCHELL.

This study analyses the bacterial ecology of
the male genital tract based on the results of
250 semen cultures, performed in asymptoma-
tic men in the context of an assisted repro-
duction technique. Combined interpretation
of the results of semen cultures on usual
media and detection of Ureaplasma urealyti-
cum (UU) on specific media defines 3 classes:
class 1: sterile culture (usual bacteria £ 2.102
CFU/ml and absence of UU): 30.8%; class 2:
non-specific bacterial counts (mixed flora
and/or UU £ 103 CCU/ml): 40%; class 3: culture
with significant quantities of bacteria (1 or 2
usual bacteria > 103 CFU/ml and/or high UU
count (2104 CCU/Mml): 29.2%. When pathologi-
cal cut-off values of > 104 CFU/ml for poten-
tially pathogenic species (enterobacteria,
enterococci and b-hemolytic streptococci)
and > 105 CFU/ml for other bacteria are
applied to patients in class 3, 16.4% of semen
cultures were considered to be positive.

UU and Gardnerella vaginalis are the two
bacteria most frequently isolated and are
often associated. We consider that this asso-
ciation reflects a high degree colonization of
the male genital tract. This demonstrates the
importance of bacterial isolation, particularly
for UU, and allows us to propose an algorithm
for the management of men prior to assisted
reproduction.
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