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RESUME

L’effet du pH et de Posmolarité sur la
mobilité des spermatozoides récupérés
dans les urines aprés éjaculation rétro-
grade a été étudié. Le maximum de
mobilité a été obtenu pour un pH com-
pris entre 7 et 7,5 et une osmolarité
comprise entre 300 et 400 m.osmoles
Kg. La maitrise de ces deux para-
metres permet d’optimaliser la mobili-
té des spermatozoides et d’effectuer
ainsi des inséminations intra-utérines
au cours de cycles stimulés. Cinquante
et un cycles d’inséminations ont été
effectués sur 23 femmes. Onze gros-
sesses ont été obtenues soit un taux de
21,5% /cycle.

Mots clés : spermatozoides, stimulation ova-
rienne, éjaculation rétrograde, insémination
intra-utérine.

INTRODUCTION

Lors d’une éjaculation rétrograde (ER) une
partie ou la totalité du liquide spermatique
passe de l'uretre postérieur vers la vessie
d’ou la présence de spermatozoides dans
I'urine au cours de l'orgasme. L’ER est due a
des pathologies diverses : 1ésion du carrefour
urogénital avec béance du col vésical, per-
turbation des mécanismes neuromusculaires
contrbélant 1’éjaculation, ou idiopathique
(Pour revue voir 8). La conséquence princi-
pale de ’ER est la stérilité masculine. Le
rétablissement d’'une &jaculation antégrade
normale peut étre obtenu par une action
pharmacologique [3, 10, 16], ou par un trai-
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tement chirurgical [1, 14]. Nous rapportons
ici un traitement de la stérilité due a I'ER.
L’urine étant un milieu défavorable pour la
mobilité et la survie des spermatozoides (pH
acide, hyperosmolarité), il s’agit de la neu-
traliser et de réduire au maximum le temps
de contact entre l'urine et le sperme. L'effet
du pH et de 'osmolarité sur la mobilité des
spermatozoides a été étudié. La sélection
des spermatozoides mobiles a été faite par la
technique de double lavage-centrifugation et
migration ascendante dans le milieu B2
(INRA- B2, Menezo Biomérieux, France)
[13]. Apres récupération des spermato-
zoides, une insémination intra-utérine (I1U)
est pratiquée au cours d'un cycle stimulé.

MATERIEL ET METHODES

Les patients ont été suivis dans le cadre
dun programme de procréation médicale-
ment assistée. Il s’agit de 23 couples suivis
pour stérilité masculine due a 'ER. La
moyenne d’age est de 28,1 = 3,5 ans pour les
femmes et de 34,0 £ 2,7 ans pour les
hommes. Les différentes pathologies mises
en cause sont récapitulées dans le tableau 1.

1. Préparation du sperme

Avant de pratiquer les IIU, la qualité du
sperme du conjoint est attestée par des
tests de double lavage-centrifugation effec-
tués dans le mois précédant la tentative. Au
cours de ces tests, on étudie l'effet du pH et
de Tosmolarité urinaire sur la mobilité des
spermatozoides. Le pourcentage de mobilité
est obtenu par appréciation directe sur
lame, et la morphologie est évaluée selon la



Tableau 1 : Répartition des patients en fonction des différentes causes de ’éjaculation

rétrograde.

Diagnostic Couples Nbre de cycles Nbre de grossesses
(n) d’insemination (%lcycle)

Diabate 9 20 4 (20,0)

Lésions chirurgicales 6 13 2 (15,3)

idiopathique 8 18 5(27,7)

Total 23 51 11 (21,5)

classification de David et al [6]. L’alcalinisa-
tion et la dilution des urines se font par
absorption d’'une solution de bicarbonate de
soude a 5% et d’'une grande quantité d’eau,
les 2 jours précédant le prélevement. Aprés
la masturbation pratiquée debout, a vessie
pleine, ou apres l'acte sexuel, les urines
sont récupérées. Le pH et 'osmolarité sont
mesurés et le pourcentage des spermato-
zoides présentant une mobilité normale-
ment progressive est estimé. Dans les
minutes suivantes, 'urine est centrifugée a
250 g pendant 5 minutes. Une fois le surna-
geant éliminé, le culot est repris dans 10 ml
de milieu de Earles’ (Biomérieux, France) et
centrifugé de nouveau. 0,3 ml de milieu B2
sont alors ajoutés au culot de centrifugation
pour la migration des spermatozoides a
37°C et sous gazage (5% COz2, 5% Oz et 90%
N2), pendant 30 & 60 minutes. On demande
aux maris de s’abstenir de tout acte sexuel
pendant les 3 jours précédant le test ou la
tentative d’insémination.

2. Stimulation ovarienne

Les patientes regoivent un traitement de
superovulation destiné a stimuler la crois-
sance folliculaire. Ce traitement comporte
100 mgfjour de citrate de clomifene (Clomid,
Merrel Toraude) du 2&me gu 6éme jour du
cycle et 150 UI ¢hMG (human Menopausal
Gonadotropin, Humegon, Organon) tout les
deux jours du 2%me gu 10%me jour du cycle.
L’obtention de plusieurs follicules de plus
de 18 mm de diametre et des taux d’cestra-
diol plasmatiques atteignant 300 & 400
pg/ml/follicule en croissance, permet de
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déclencher l'ovulation par une injection
intramusculaire de 5000 Ul d’hCG (human
Chorionic Gonadotropin) [18].

3. Insémination intra-utérine

L’insémination intra-utérine est réalisée 34
* 2 heures apres l'injection de ’hCG [7] : 0,2
ml de la suspension des spermatozoides
sont chargés dans un cathéter de Kremer-
DeLafontaine (Laboratoires CCD, France)
attaché & une seringue de 1 ml (Becton-Dic-
kinson, New jersey). Le cathéter est ensuite
introduit par le col cervical et la totalité de
la suspension est injectée & l'intérieur de
P'utérus, la femme reste allongée une demi-
heure.

RESULTATS

La figure 1 représente leffet de la variation
du pH sur la mobilité des spermatozoides.
On observe un meilleur pourcentage de
mobilité pour des pH compris entre 7 et 7,5.
Au dela de ces deux valeurs la mobilité des
gameétes chute considérablement. De méme
pour l'osmolarité (Figure 2) le maximum de
mobilité se situe entre 300 et 400
m.osmoles/Kg. Les caractéristiques des
spermatozoides aprés diffusion dans le
milieu B2 sont présentées dans le tableau 2.
La concentration moyenne obtenue est de
(30,0 + 2,4) x 106 spermatozoides/ml. Le
pourcentage moyen des spermatozoides
mobiles et de formes normales est respecti-
vement de 50,1  1,5% et 48,2 + 0,9%.

Au total, pour les 23 femmes, les insémina-
tions intra-utérines ont produit 11 gros-
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Figure 1 : Effets du pH sur la mobilité des
spermatozoides dans Durine., Chaque
valeur est la moyenne de 3-5 détermina-
tions.
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Figure 2 : Effets de Posmolarité sur la mobi-
lité des spermatozoides dans Uurine.
Chaque valeur est la moyenne de 3-5 déter-
minations.

Tableau 2 : Caractéristiques du sperme apres resuspension dans le milieu B2,

Diagnostic Concentration Mobilité Morphologie
(x 106/ml) (%) (% Normaux)
Diabete 30,6 £ 3,7 49,6 +2,0 48,3+0,5
Lésions chirurgicales 28,5 £ 0,7 51,56 £0,7 49,0+ 14
idiopathique 30,5 0,7 49,56 £0,7 475 +0,7
Total 30,0 2,4 50,1 +15 48,2 + 0,9

sesses sur les 51 cycles soit un taux de
21,5%/cycle. Six grossesses ont été obtenues
a la 1% insémination pour 23 couples, 3
grossesses a la 28me insémination pour 17
couples et 2 grossesses a la 3%me ingémina-
tion pour 14 couples. Deux grossesses se
sont arrétées I'une & 15:¢me semaine et
lautre a 21%xe semaine.

DISCUSSION

La méthode qui consiste a recueillir les
spermatozoides dans les urines aprés une
masturbation ou un rapport sexuel est utili-
sable quelle que soit la cause de 'ER. La
pratique de la masturbation debout a vessie
pleine, entraine une hyperpression vésicale
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qui peut rétablir plus ou moins 'orientation
antégrade de 1’éjaculation [5]. D’autres
techniques ont été proposées telles que le
lavage de la vessie avec un milieu alcalin
[17] et la miction intra-vaginale [15]. Dans
le but de controler le mieux possible les
valeurs du pH et de 'osmolarité, nous avons
déterminé dans un premier temps, les
valeurs qui sont favorables & la mobilité des
spermatozoides dans les urines. Nous avons
trouvé que le maximum de mobilité est
compris entre un pH de 7,2 et 7,5 c’est-a-
dire des valeurs conformes & celles du pH
normal du liquide spermatique [9, 12]. Plu-
sieurs travaux ont montré que l'influence
nocive de 'urine sur la mobilité est prati-
quement annulée quand le pH est compris



entre 7 et 8 [5, 11]. Au cours de ce travail, le
controle de l'alcalinisation est beaucoup
plus facile que celui de 'osmolarité. Nos
résultats montrent que les spermatozoides
immobiles & pH trés bas ou tres élevé,
reprennent leurs mobilité lorsque le pH
s’approche de la neutralité. En ce qui
concerne 'osmolarité, le maximum de mobi-
lité est compris entre 300 et 400
m.osmol/Kg. Ces valeurs sont proches de la
valeur de la pression osmotique dans le
liquide séminal qui est de 366 + 16
m.osmol/Kg [20]. D’autres auteurs rappor-
tent des valeurs d’osmolarité idéales entre
200 et 400 m.osmol/Kg [5, 12]. L'urine est
trés souvent hyperosmolaire malgré les
quantités d’eau ingérées. Ainsi, 'absorption
de 300 ml d’eau provoque une chute impor-
tante mais bréve de I'osmolarité urinaire
une heure apres I'ingestion [11]. La nocivité
de T'urine hypertonique semble dépendante
du temps d’exposition des spermatozoides.
Pour des temps courts, la mobilité des
gametes est peu affectée. Ceci semble en
accord, avec les résultats de Chang et Thor-
steinsson [4] qui ont montré qu’une urine
hypertonique déprime la mobilité des sper-
matozoides sans toutefois influencer leur
fonction normale laquelle peut é&tre restau-
rée dés qu'ils sont introduits dans le tractus
génital femelle.

D’apreés nos résultats et vu I'importance de
la mobilité des spermatozoides dans la
fécondation, la quantité de bicarbonate de
soude et d’eau qu'on donne aux maris, pou-
vait étre modulée de fagon a créer des
conditions optimales de pH et d’osmolarité
pour un maximum de mobilité. Une fois ces
deux parametres maitrisés par cette métho-
de non invasive, on peut effectuer des insé-
minations intra-utérines dans le cas des
stérilités dues 4 'ER.

Ainsi, au cours de ce travail, 11 grossesses
ont été obtenues soit 21,5% par cycle d’insé-
mination. Cette valeur est supérieure a
celle rapportée par Urry et al [19] qui ont
obtenu un taux de 16% par cycle, mais elle
est légerement inférieure a celle trouvée
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Dar Brassesco et al [2] qui observent 25%
de grossesses par cycle chez 7 couples.
Enfin, Van der Linden et al [21], dans une
série de femmes non stimulées et dont I'ovu-
lation est prédite par la mesure de la LH
plasmatique, rapportent un taux trés élevé
de lordre de 44%/cycle.

En conclusion, il apparait que la maitrise
des conditions de pH et d’osmolarité ainsi
que l'utilisation de cycles stimulés, permet-
tent d’avoir des résultats positifs quelle que
soit la cause de VER. La technique utilisée
dans notre laboratoire, semble étre une
bonne alternative pour les problémes de
stérilités dues a 'ER.
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ABSTRACT

Intrauterine insemination in
case of retrograde ejaculation.
Importance of pH and
osmolarity on sperm motility

Khémais BEN RHOUMA *,**, Elyas BEN
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*Laboratoire de Biologie de la Reproduc-
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logie Animale, Faculté des Sciences de
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La Rabta, Tunis -Tunisie

The effect of pH and osmolarity on
motility of human spermatozoa in
retrograde ejaculation was studied in a
freshly voided urine specimen. The
maximum rate of motility is obtained
when the pH ranged from 7.0 to 7.5 and
osmolarity from 300 to 400 m.osmol/Kg.
Thus the control of these two parame-
ters allowed us to improve sperm moti-
lity and to perform intrauterine inse-
mination with ovarian hyperstimula-
tion. The different causes of retrograde
ejaculation in this study are diabetes,
surgical injury and idiopathic. Fifty-
one intrauterine insemination cycles
were realized in twenty-three patients,
and eleven pregnancies are obtained
(21.5 % per cycle).

Key words : semen, ovarian stimulation, retro-
grade ejaculation, intrauterine insemination.



