@ ANTICORS ANTI-SPERMATOZOIDES

Andrologie 2003, 13, N° 1 63-69

Anticorps anti-spermatozoides : techniques de
dépistage et interprétation des résuiltats

Marta DE ALMEIDA

Service d’Histologie Embryologie - Biologie de la Reproduction Groupe Hospitalier Cochin, Paris

RESUME

Le diagnostic d’une immunisation anti-spermato-
2zoides implique la mise en évidence d’anticorps
spécifiquement dirigés contre des antigénes sper-
matiques par des techniques diverses, dont les
plus utilisées permettent la détection des anti-
corps fixés, spontanément ou passivement, a la
surface des spermatozoides. Ces anticorps ont été
recherchés dans le sang et dans les sécrétions
génitales (liquide séminal, mucus cervical) par
leurs effets directs, agglutinant, immobilisant ou
cytotoxique, sur des spermatozoides témoins, ou
indirectement par la fixation secondaire d’anti-
corps anti-immunoglobulines humaines couplés a
des billes. Ces derniéres techniques ont permis
aussi la recherche directe des anticorps présents a
la surface des spermatozoides éjaculés, étape
essentielle dans I’évaluation d’une infertilité auto-
immune.

La réaction d’agglutination mixte (MAR) et le test
de fixation des Immunobilies (IBT) sont couram-
ment utilisés dans la recherche des anticorps fixés
sur les spermatozoides. Les deux tests permettent
d’évaluer le pourcentage de spermatozoides mobi-
les porteurs d’anticorps et leur localisation a la
surface du gameéte male. Quand ce pourcentage est
supérieur a 20, le test est considéré positif, mais ce
n’est qu’au dela de 50% qu’il faut envisager la
responsabilité des anticorps dans Finfertilité mas-
culine. Une bonne concordance des résultats a été
observée dans les séries dans lesquelles les deux
tests ont été utilisés en paralléle sur les mémes
spermes. Ceci justifie I'utilisation du MAR test, de
réalisation plus facile, dans le dépistage d’une
auto-immunisation anti-spermatozoides. Face a un
résultat positif au MAR test, il est conseillé d'effec-
tuer secondairement I'IBT qui permet d’analyser

spécifiquement la classe des anticorps détectés.

Si la recherche directe des anticorps fixés sur les
spermatozoides nous fourni les renseignements
nécessaires a |'établissement d’un pronostic de
'infertilité masculine, la recherche des anticorps
présents dans le sang et dans le liquide séminal,
en utilisant les Inmunobilles en technique indirec-
te, nous permet de mieux cerner I'importance du
processus immunitaire. Cette technigue permet
aussi de rechercher les anticorps dans le sérum et
dans le mucus cervical de femmes infertiles
suspectes d’immunisation anti-spermatozoides.
Pour pouvoir définir la responsabilité de ces anti-
corps dans I'état d’infertilité du couple, les résul-
tats obtenus avec I'IBT doivent étre exprimés en tit-
res et validés par rapport a des populations
temoins fertiles, ce qui est rarement fait dans les
laboratoires spécialisés.
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L. INTRODUCTION

La réalité de I’immunisation anti-spermatozoides et la
répercussion défavorable des anticorps produits contre des
antigénes spermatiques (ASA) sur la fertilité des sujets
atteints sont amplement démontrées a travers la littérature.
En effet, des taux élevés d’anticorps sériques associés a la
présence d’anticorps dans 1’éjaculat (auto-immunisation)
ou dans le mucus cervical (allo-immunisation) sont trouvés
dans 3 a 20% des couples consultant pour infertilité [10].
Chez ces couples, le délai nécessaire pour concevoir est
augmenté et le taux cumulatif de grossesses est abaissé par
rapport & des couples infertiles appari€s ne présentant pas
d’immunisation anti-spermatozoides. Il existe, en outre,
une corrélation négative entre le taux des ASA et les chan-
ces de concevoir [2, 24 25]. Par ailleurs, la responsabilité
des ASA dans l’infertilité est démontrée in vitro par leur
impact négatif sur plusieurs étapes de la fécondation [26].
Ces anticorps, qui peuvent appartenir a différentes classes
d’immunoglobulines (Igs), sont souvent dirigés contre plu-
sieurs molécules antigéniques [1], d’ou la pluralité des
effets observés sur les fonctions spermatiques. L’ étendue et
I’importance de ces effets varieront en fonction du taux, de
la classe et surtout de la spécificité moléculaire des ASA.
Actuellement, nous ne disposons pas de techniques faciles
et reproductibles permettant de définir, parmi les molécu-
les cibles des ASA, celles pouvant étre impliquées dans les
fonctions spermatiques. A défaut, les techniques permet-
tant de préciser le taux et la classe des ASA ainsi que leur
localisation a la surface des spermatozoides, nous semblent
des indicateurs valables de la répercussion de ces anticorps
sur la fertilité.

Depuis les premiéres publications mettant en évidence la
présence d’anticorps spermagglutinants dans le sérum et
dans le liquide séminal d’hommes infertiles [23, 29], plu-
sieurs techniques ont été proposées dans le dépistage des
ASA, dont les plus couramment utilisées détectent les anti-
corps dirigés contre des molécules situées a la surface des
spermatozoides par leurs effets agglutinant, immobilisant
ou cytotoxique directes, ou indirectement par la fixation
secondaire d’anticorps anti-Igs humaines couplés soit a des
billes, soit a des fluorochromes. Si les premiéres tech-
niques ne permettent que la recherche des ASA dans les
liquides biologiques (sang, liquide séminal, mucus cervi-
cal), 'utilisation d’anticorps secondaires marqués permet
aussi la recherche directe des anticorps fixés in vivo sur les
spermatozoides (auto-immunisation).

II. RECHERCHE DIRECTE DES ANTI-
CORPS FIXES SUR LES SPERMATOZOIDES
EJACULES

Cette recherche est essentielle pour le dépistage d’une

infertilité auto-immune car ce sont ces anticorps qui peu-
vent empécher les fonctions du gamete mile. Elle doit étre
réalisée systématiquement, le facteur limitant pour sa réali-
sation étant le nombre de spermatozoides mobiles dans 1’¢-
jaculat. Des techniques permettant cette recherche directe,
nous ne discuterons que de celles couramment utilisées.

1. Réaction d’agglutination mixte (MAR test)

Des globules rouges Rhésus positifs sensibilisés avec des
anticorps anti-Rh [17], ou bien des billes de latex couplées
a des Igs humaines [9], sont mélangés avec le sperme a
étudier. L’addition d’un sérum anti-Igs humaines provo-
quera I’agglutination des spermatozoides porteurs d’anti-
corps avec les globules rouges ou les billes recouvertes
d’Igs. On évalue alors le pourcentage de spermatozoides
agglutinés avec les globules rouges ou les billes : au-des-
sus de 20% la réaction est considérée positive. La réalisa-
tion de ce test est simple et rapide, mais la grande taille des
agglutinats mixtes limite 1’analyse de la proportion des
spermatozoides porteurs d’anticorps ainsi que la topogra-
phie de ces anticorps.

L’ utilisation du MAR test dans 1’étude des spermes d’hom-
mes consultant pour infertilité a permis de détecter des
anticorps sur les spermatozoides chez 9 4 27% des sujets
étudiés [3, 9, 15, 17, 19, 21, 28]. Dans notre laboratoire, le
MAR test appliqué en routine dans I’analyse des spermes
de 1205 sujets infertiles nous a permis de dépister 7,9% de
cas d’auto-immunisation anti-spermatozoides. Ce test, tel
qu’il est pratiqué couramment, ne permet pas de détecter
spécifiquement les ASA de classe IgA et donc de les diffé-
rencier de ceux de classe IgG auxquels ils sont souvent
associés.

2. Test de fixation des Immunobilles IBT)

Cette technique utilise des billes de polyacrylamide cou-
plées a des anticorps dirigés contre les différentes classes
d’Igs humaines. Ces Immunobilles spécifiques de classe
(IgA, IgG et IgM) doivent étre incubées avec des suspen-
sions de spermatozoides lavés afin d’éliminer les Igs pré-
sentes dans le liquide séminal. De réalisation plus com-
plexe que le MAR test, cette technique permet d’analyser,
pour chaque classe d’anticorps, le pourcentage de sperma-
tozoides porteurs d’anticorps et leur localisation a la surfa-
ce du gamete mile.

La fréquence d’IBT positifs (plus de 20% de spermatozoi-
des mobiles porteurs de billes) dans les populations
d’hommes infertiles non sélectionnés varie entre 7 et 10%
[7, 18, 20]. Dans une population de 120 hommes infertiles
suspects d’auto-immunisation, nous avons trouvé 44% de
spermes positifs en IBT [14].

Dans les séries ou les deux techniques, MAR et IBT, ont
été utilisées en parallele sur les mémes spermes [15, 21],
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les résultats étaient concordants pour 81 et 94% des
spermes analysés. Dans une série de 156 éjaculats sélec-
tionnés sur la présence d’auto-agglutinats, nous avons
détecté des anticorps fixés sur les spermatozoides chez
69% (IBT) et 72% (MAR) des sujets (Tableau 1). Les
résultats du MAR test et de I'IBT étaient concordants dans
96,8% des spermes analysés, avec une bonne corrélation
du premier avec les deux classes d’anticorps, IgA et IgG,
détectés par les Immunobilles spécifiques (Figure 1 et
Figure 2). La corrélation positive des résultats du MAR,
supposé détecter essentiellement des 1gGs, avec les résul-
tats des Immunobilles-IgA peut s’expliquer par le fait que
cette classe d’anticorps est souvent associée aux IgGs, et
aussi par I’existence de réactions croisées des anticorps
anti-Igs avec les IgA. Dans les 5 spermes avec des résultats
discordants, seul le MAR était positif avec des pourcen-
tages de spermatozoides porteurs de billes allant de 29 a
90%. Ceci peut traduire une plus grande sensibilité du
MAR, dans la mesure ou quatre de ces sujets présentaient
des titres faibles d’ ASA dans le sérum et/ou dans le liquide
séminal. Par contre, un résultat négatif en MAR permet
d’écarter 1’hypothése d’une auto-immunisation anti-sper-
matozoides car, dans cette situation, nous n’avons jamais
trouvé d’ASA détectables par les Immunobilles. Ceci justi-
fie I'utilisation du MAR comme un premier geste dans la
recherche des ASA, complété, s’il est positif, par la réalisa-
tion de I'IBT.

La détection d’anticorps sur plus de 20% des spermatozoi-
des mobiles est le critere de positivité retenue par ’OMS,
mais ce n’est qu’au dela de 50% qu’il faut envisager la
responsabilité des ASA dans infertilité masculine [2]. Par
ailleurs, les résultats obtenus en fécondation in vitro avec
les spermatozoides de ces hommes démontrent bien le fai-
ble pouvoir fécondant des populations contenant plus de
70% de spermatozoides présentant des anticorps de classe
IgA et IgG au niveau de la téte [8, 12].

Si la recherche directe des anticorps fixés sur les spermato-
zoides fournit les renseignements nécessaires a 1’établisse-
ment d’un pronostic de I’infertilité masculine, la recherche
des ASA dans le sang et dans le liquide séminal permet de
mieux cerner I’importance du processus immunitaire.

III. RECHERCHE DES ANTICORPS ANTI-
SPERMATOZOIDES DANS LES LIQUIDES
BIOLOGIQUES

La recherche des ASA dans le sérum, dans le liquide sémi-
nal et dans le mucus cervical de sujets infertiles se fait
aprés transfert passif de ces anticorps sur des spermatozoi-
des mobiles provenant de donneurs fertiles. La fixation des
ASA peut étre révélée par leur effet spermagglutinant ou
spermimmobilisant (en présence de complément) ou par la
fixation, dans un deuxi¢me temps, des Immunobilles

(décrites plus haut) sur les anticorps portés par les sperma-
tozoides.

Les techniques de spermagglutination et de spermimmobi-
lisation, les plus anciennes et les plus couramment utilisées
jusqu’a I’adaptation des Immunobilles a la recherche des
ASA, ont été assez bien standardisées par 'OMS [22] ce
qui permet une interprétation aisée des résultats publiés.
Par contre, ’utilisation des Immunobilles en technique
indirecte n’a pas été 1’objet d’une standardisation valable.
Dans la plupart des études publiées, les dilutions limites
des liquides biologiques donnant une fixation des billes sur
environ 50% des spermatozoides témoins (titre) n’ont pas
été déterminées et, pour les faibles dilutions utilisées (1:2 a
1:10), 1a spécificité des résultats positifs en IBT n’a pas été
validée par rapport a des populations témoins fertiles. Mal-
gré ces insuffisances, I'IBT est largement utilisé dans la
recherche des ASA circulants car il permet la détection et
I’analyse de toutes les classes d’ASA contrairement aux
techniques précédentes, notamment la spermimmobilisa-
tion qui ne détecte que les Igs capables de fixer le complé-
ment.

Dans une étude préliminaire a la mise en route de I'IBT
dans notre laboratoire [11], nous avons compar€ cette tech-
nique a la spermagglutination dans la recherche des ASA
dans 103 sérums et 73 liquides séminaux : les résultats
étaient concordants dans 90% des sérums et 82% des
liquides séminaux. Par ailleurs, le type d’agglutination
observé (téte, flagelle ou mixte) correspondait bien a la
localisation prédominante des Immunobilles a la surface
des spermatozoides. A sensibilité égale, les avantages liés a
I’utilisation des Immunobilles nous ont conduit & adopter
cette technique dont nous discuterons ici I’application a
I’étude des sujets infertiles suspects d’immunisation anti-
spermatozoides.

1. Chez ’homme.

Dans des populations d’hommes infertiles non sélection-
nées, la fréquence des résultats positifs en IBT serait de
23% dans le sérum [4] et de 9,7% dans le liquide séminal
[7]. Dans une population de 416 hommes sélectionnés en
fonction des antécédents uro-génitaux et/ou d’une auto-
agglutination des spermatozoides, nous avons détectés
49% de réactions positives dans le sérum et 54% dans le
liquide séminal. Les classes des ASA observées étaient,
dans la plupart des sérums, des IgG, avec des titres pou-
vant aller jusqu’a 5000, et dans les liquides séminaux, des
IgA et des IgG, souvent associées, avec des titres ne dépas-
sant que rarement 50 pour les deux classes d’anticorps.

Dans la mesure ot des ASA sont détectés dans le sérum et
dans le liquide séminal de la plupart des hommes présen-
tant des anticorps fixés sur les spermatozoides, la recher-
che des ASA dans des prélevements de sérum, plus faciles
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Tableau 1 : Résultats comparatifs du MAR test et du test aux Immunobilles dans la recherche des anticorps fixés sur les spermatozoides.

MAR Test ( Billes de latex )

Immunobilles Négatif Positif ( > 20 % ) Total
Positif (>20 %) 0 108 108
Négatif 43 5 48
Total 43 113 156

Concordance = 96.8 % ; Valeur prédictive du MAR test : Positive = 95.6 % ; Négative = 100 %.
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a obtenir et a envoyer au laboratoire, ne suffirait-elle pas a
dépister une auto-immunisation anti-spermatozoides ?
Pour répondre 4 cette question, souvent posée par les clini-
ciens, nous avons comparé les résultats de la recherche
directe et indirecte des ASA par les Immunobilles dans 104
prélévements de sperme et de sérum provenants d’hommes
suspects d’auto-immunisation (Tableau 2). Les résultats
étaient concordants chez 97% des sujets. Mais, si un IBT
positif dans le sérum s’accompagnait toujours de la présen-
ce d’anticorps sur les spermatozoides éjaculés, un résultat
sérique négatif ne permettait pas d’écarter les réponses
immunes limitées a 1’appareil génital mile, comme ¢’était
le cas pour trois des sujets étudiés. A notre avis, 1’utilisa-
tion du sérum comme un premier geste dans le dépistage
d’une infertilité auto-immune n’est pas suffisant ; il doit
étre complété ultérieurement par la recherche des anticorps
fixés sur les spermatozoides.

2. Chez la femme.

La recherche des ASA sériques par I'IBT a donné des
résultats positifs chez 7,4 & 9,8% des femmes infertiles non
sélectionnées [6, 27]. Dans ces mémes populations, la
méme technique appliquée aux mucus cervicaux permettait
de détecter 8,9 et 10,9% de réactions positives [5, 27]. Ces
pourcentages sont sensiblement proches des 3 a 20% rap-
portés dans la littérature en utilisant les techniques de sper-
magglutination et de spermimmobilisation. Dans une série
de 181 sérums et 162 mucus cervical testés par I'IBT dans
notre laboratoire, nous avons observé respectivement 5,5 et
7,4% de réactions positives. Les anticorps sériques étaient
soit des IgG, avec des titres allant jusqu’a 2000, soit des
IgA, seules ou associées a des IgG, avec des titres au-des-
sous de 100. Dans le mucus cervical seuls des titres faibles
d’IgA ont été détectés. Dans les populations sélectionnées
en fonction de tests d’interaction sperme-glaire défectueux,
I'IBT était positif dans le sérum de 35 et 37,8% de ces
femmes [4, 30].

Comment interpréter les résultats positifs obtenus avec les
Immunobilles appliquées au sérum ou mucus cervical de

femmes infertiles ? Dans la mesure ou, dans la plupart des
études, le titrage des anticorps n’est pas précisé et comme
les séries étudiées comportent rarement des contrbles fer-
tiles, il est difficile d’établir la responsabilité de ces anti-
corps dans I’infertilité du couple. Si on extrapole les don-
nées publiées sur la répercussion des anticorps spermag-
glutinants ou spermimmobilisants sur la fertilit¢ des fem-
mes, la probabilité de grossesse chez ces femmes serait
fonction des titres sériques [24]. En effet, des titres élevés
d’ASA circulants s’accompagnent de la présence d’anti-
corps dans les liquides folliculaires [13, 16] pouvant agir
au moment de la rencontre des spermatozoides avec 1’ovo-
cyte, en empéchant la fécondation [26]. De plus, la présen-
ce parallgle d’ ASA dans le mucus cervical peut empécher a
des degrés divers, selon le taux et la classe des anticorps, la
montée des spermatozoides dans les voies génitales.

IV. CONCLUSION

Nous disposons aujourd’hui de techniques fiables et
sensibles permettant la recherche directe des anticorps
fixés sur les spermatozoides. Dans le dépistage de cette
auto-immunisation, le MAR test nous semble le plus
indiqué par la facilité de sa réalisation. En cas de MAR
positif, le résultat doit étre confirmé par I’IBT qui per-
met de mieux définir la classe des anticorps et leur loca-
lisation a la surface des spermatozoides, données
importantes pour I’évaluation de la responsabilité des
anticorps dans infertilité du sujet.

La recherche des ASA dans le sérum et dans le liquide
séminal des hommes infertiles peut étre faite, en com-
plément de la recherche directe dans le sperme, en utili-
sant les Immunobilles en technique indirecte. Cette
technique permet aussi de rechercher les ASA dans le
sérum et dans le mucus cervical de femmes infertiles
suspectes d’immunisation anti-spermatozoides. Pour
pouvoir définir la responsabilité de ces anticorps dans
I’état d’infertilité du couple, les résultats doivent étre
exprimés en titres et validés par rapport a des popula-
tions controles fertiles.

Tableau 2 : Résultats comparatifs des Immunobilles dans la recherche des anticorps fixés sur les spermatozoides et des anticorps dans le

sérum.

Immunobilles (Sérum)

Immunobilles (Spz) Négatif Positif Total
Positif 3 73 76
Négatif 28 0 28
Total 31 73 104

Concordance = 97 % ; Valeur prédictive de 'IBT dans le sérum : Positive = 100 % ; Négative = 90.3 %.
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ABSTRACT

Antisperm antibodies: critical evaluation of
detection assays and clinical significance of
antibodies to sperm surface antigens in infertile
couples.

Marta de Almeida

Since the first publication on the detection of
sperm-agglutinating antibodies in infertile men,
multiple assays have been described. The most
useful tests are able to detect antibodies bound to
the sperm membrane of motile spermatozoa. The
immunobeads test (IBT) is considered to be the
most advantageous in terms of its sensitivity, the
low incidence of false-positive results, and its abili-
ty to localize antibodies of different immunoglobulin
classes on the sperm surface.

The IBT assay can be used in parallel with the
mixed antiglobulin reaction (MAR), to detect sperm-
associated antibodies in the ejaculates of infertile
men, the most rational way to test for antisperm
antibodies (ASA) in males. In view of the high level
of agreement between the two assays, MAR, the
easier of the two, may be used as a first step in the
detection of these antibodies. A positive MAR must
be confirmed by IBT, as this assay is more specific
for the detection of IgA antibodies. The clinical
significance of sperm-associated antibodies is
usually established according to the proportion of
motile spermatozoa coated with immunobeads, its
class and its localization on the sperm surface.
However, binding of immunobeads does not provide
any information about the antigens against which
the antibodies are directed. As the functional effects
of sperm—-associated antibodies may vary as a func-
tion of their antigenic specificities, other assays,
using purified fertilization related antigens, are
necessary to establish, for each individual, the spe-
cific impact of the antibodies on the fertilization pro-
cess.

The indirect IBT assay has recently become the
most widely used test to detect the various classes
of ASA in serum and cervical mucus of infertile
women and in the serum and seminal fluid of inferti-
le men, in combination with the direct assay descri-
bed above. However, in most laboratories, it is per-
formed with only one dilution of the biological fluid
tested, usually a low dilution, so that antibody
levels of no significance for fertility could be detec-
ted. This may explain a recente debate (Human
Reprod, 1999) on the significance of ASA as a cause

of infertility. At present, and in the absence of stan-
dardized assays able to identify the antigens invol-
ved in each individual immune reaction, antibody
assays, as detected by the IBT assay, in the serum
and/or genital secretions of infertile subjects might
provide useful clinical guidance.

Key-words: infertility, spermatozoa, antibodies, MAR,
immunobeads



