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RESUME I. I N T R O D U C T I O N  

II n'existe pas de facteur pr~dictif fiable permettant 
de pronostiquer avec certitude la prdsence ou I'ab- 
sence de spermatozo'ides testiculaires chez les 
hommes atteints d'azoospermie s~cr~toire. La pro- 
portion de biopsies testiculaires negatives chez ces 
patients est ~lev(~e, et il est donc prdfdrable de pas 
pratiquer de mani~re synchrone la biopsie testicu- 
laire et le cycle d'iCSI. Nous presentons ici notre 
experience concernant 74 biopsies testiculaires 
effectuees pour azoospermie s(~cr(~toire, ayant 
donnd lieu a 60 cycles d'ICSI (25 couples). Les 
r~sultats sont compards a ceux obtenus Iors de 81 
cycles d'ICSI effectuds avec du sperme testiculaire 
ou ~pididymaire congeld Iors d'indications excrdtoi- 
res. Les spermatozo'ides sont congelds en petits 
volumes (micro-gouttes), ceci facilitant leur recher- 
che apr~s d(~cong~lation, et permettant d'augmen- 
ter le nombre de paillettes congel~es. II est alors 
possible de proc(~der & plusieurs cycles d'ICSI pour 
une m6me biopsie testiculaire, y compris Iorsque le 
tissu testiculaire est tres pauvre en spermatozo'i- 
des. Les r(~sultats obtenus sont comparable dans 
les deux groupes, avec un taux de grossesse cli- 
nique par transfert embryonnaire de 18 % dans les 
indications sdcr(Roires et de 26 % dans les indica- 
tions excrdtoires. La r~alisation systematique de la 
biopsie testiculaire et du cycle d'ICSI de fagon 
asynchrone preserve les chances de grossesse du 
couple quel que soit I'(~tiologie de I'azoospermie, et 
permet une meilleur gestion de la prise en charge 
des couples concern(~s. 

Mots c les  : azoospermie, cong61ation de spermatozof-  

des, ICSI 

Depuis la premiere naissance publiEe par Tournaye et  al. 

[12] apr~s ICS1 avec spermatozoades extraits de tissus tes- 
ticulaires, la prise en charge des azoospermies a rendu 
cette pratique assez courante dans certains centres 
d'Assistance M6dicale ?~ la ProcrEation. Dans un premier 
temps, le pr616vement testiculaire et I'ICSI ont 6tO r6alisEs 
le plus souvent de faqon synchrone, avec deux inconvE- 
nients, une forte proportion de pr616vements n6gatifs et des 
difficult6s organisationnelles (disponibilit6 des blocs et 
des diffOrents intervenants). 

Une alternative "~ cette pratique est de dissocier darts le 
temps le pr616vement testiculaire et I'ICSI afin de pallier 
ces difficult6s, et surtout d'6viter ainsi un certain hombre 
de stimulations ovariennes inutiles, du fait de I'absence de 
spermatozoides. Toutefois, la cong61ation classique des 
spermatozoades d'origine testiculaire se r6v61e assez dEce- 
vante, avec une recherche de spermatozo'fdes utilisables 
pour 1' ICSI aprbs d6cong61ation fr6quemment difficile. Au 
centre hospitalier de Poissy Saint-Germain, nous avons 
pris en charge ces couples d6s 1996, dans un premier 
temps les patients prEsentant une azoospermie excr6toire, 
et par la suite les indications s6cr6toires. Nous avons d'em- 
bl6e congel6 les spermatozo'fdes surnum6raires d'une ten- 
tative contemporaine de I'ICSI et les tests de dEcongEla- 
tion se sont av6r6s positifs. 
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Nous prrsentons ici la technique de congrlation des sper- 
matozo'fdes en micro-gouttes que nous avons drveloppre, et 
les rrsultats que nous avons obtenus ~ partir de 74 prrl~ve- 
merits testiculaires pour azoospermie excrrtoire, toujours 
rralisrs de fa~on asynchrone par rapport ~ la tentative 
d'ICSI, ainsi que l'issue des tentatives d'ICSI qui ont fit6 
rdalisres. 

II. MATERIEL ET METHODES 

1. Population 

Pour chaque patient, nous avons tout d'abord vrrifi~ l'a- 
zoospermie totale sur au moins deux recueils de spcrme 
(avec recherche de spermatozoi'des sur la totalit~ de l'rja- 
cul`at apr~s centrifugation). Ceci a permis d'rviter un cer- 
tain hombre de biopsies testiculaires puisque nous avons pu 
retrouver des spermatozo'ides chez 13% des hommes adres- 
srs pour bilan d'azoospermie, dont nous avons alors 
congel6 les spermatozo'ides selon la m~me technique de 
micro-congrlation. En plus du spermogramme de contrrle, 
le bilan d'inclusion comprenait : les srrologies (Syphilis, 
Hrpatite B, HIV, H6patite C), lcs marqueurs biochimiques 
sdminaux et des dosages hormonaux plasmatiques (FSH, 
inhibine B, testostrrone, LH). Un entretien grn~tique, une 
recherche de drlrtion de la rrgion AZF, un caryotype, ainsi 
qu'un examen clinique avec apprrciation des volumes tes- 
ticulaires (Orchidom~tre de Prader) 6taient pratiqurs. Tous 
les patients prrsentant une azoospermie 6taient pris en char- 
ge, apr~s 6valuation et acceptation du risque grnrtique et 
chromosomique, quels que soient l'examen clinique et les 
rdsultats de l'exploration biologique de l'azoospermie. Les 
crit~res d'exclusion fitaient exclusivement frminins : "age 
maternel (> 42 arts) et rrserve ovarienne tr~s altrrre (FSH 
plasmatique > 15 UI/1). 

2. Pr~i~vement chirurgical 

L'anesth~sie pratiqu~e a ~t6 soit loco-r~gionale (80%), soit 
grn~rale (20%). La technique chirurgicale (TESE) utilisre a 
6t6 la suivante : apr~s ouverture cutanre sur 3-4 cm en face 
antrrieure du scrotum, en commenqant par le testicule le 
plus trophique, une premiere biopsie au bistouri est prati- 
qure darts la r~gion polaire suprfieure externe darts l'axe 
des canaux effrrents afin de 16ser le moins possible l'en- 
semble des tubules. Quand la recherche des spermatozo'fdes 
est nrgative, une biopsie plus large darts le grand axe du tes- 
ticule est pratiqure vers le pole infrrieur tant sur la face 
externe que sur la face interne. En cas de nrgativit6 de l'en- 
semble de ces prrl~vements, le deuxi~me testicule est 
explor6 de la m~me fa~on, amenant ainsi ~ la biopsie de 4 
fragments de 100 nag chacun en moyenne. 

3. Recherche des spermatozo'l'des 

La totalit6 des fragments de biopsie est dilacrr~e st~rile- 
ment au scalpel dans du milieu de culture (Ferticult, labo- 

ratoire JCD, France), et les spermatozo'fdes sont recherchrs 
sous microscope inversd (Nikon Diaphot, grossissement x 
400). Apr~s reprise darts un volume d'environ 2 ml de 
Ferticult, les fragments dilacdr~s sont incubrs quelques heu- 
res [t 37~ sous 5 % de CO2, avant rdexamen. Dans les cas 
de recherche nrgative, la prrparation est ~ nouveau incubre 

37~ sous 5 % de CO2 jusqu'au lendemain pour un nou- 
vel examen. Le sumageant contenant les spermatozo'/des et 
les cellules testiculaires est sdpar6 du broyat testiculaire. 
Unc petite fraction du prrl~vement 6tait rrserv~e '~ l'examen 
anatomo-pathologique (permettant de prrciser le degr6 et le 
niveau d'altdration de la spermatogen~se), et si nrcessaire, 
l'61ude cytogrnrtique (rvaluation du risque chromosomique 
par FISH darts certains cas, Klinefelter, translocations, altr- 
rations tr~s srv~res de la spermatogen~se). 

4. Cong~lation des spermatozo'ides 

Apr~s mrlange volume ~ volume avec du Sperm Freeze 
(Laboratoire JCD, France), les spermatozo'ides sont conge- 
lds dans une micro goutte de 25 ?a 50 ,ul entour6e de 2 bul- 
les d'air et de milieu de culture, comme cela est pratiqu6 
lors de la congrlation des embryons (Figure 1). Cette tech- 
nique dite de micro-congrlation (en raison du petit volume 
concernr) permet la rralisation de plusieurs paillettes prrtes 
'~ l'emploi pour I'ICS[, et ce mrme dans les cas d'hy- 
pospennatogrn~se tr~s sfv~re. Dans les cas de tissu testicu- 
laire tr~s pauvre en spermatozoldes, le hombre de sperma- 
tozo'ides congel6s par paillette est ajust~ par concentration 
des spermatozo'ides de telle sorte que l'on obtienne, si pos- 
sible, environ un spcrmatozofde par champ microscopique 
dans les conditions de I'ICSI (grossissemcnt x 400). Le pro- 
gramme de congdlation utilis6 est celui que nous utilisons 
pour la congdlation des spermatozo'fdes ~jaculds : -5~ par 
minute de 20~ "~ -8~ ; -10~ par minute de -8~ ~ -25~ 
-25~ par minute de -25~ ~ -140~ ; les paillettes sont 
ensuite immerg6es et stockres dans l'azote liquide. 

5. Technique d'ICSI 

La recherche des spermatozo~des apr~s drcongrlation est 
effccture directement dans le milieu de congdlation, sans 
traitement prralable (ni centrifugation, ni migration sur gra- 
dient de densitr). Lorsque les spennatozo/des sont immobi- 
les, un test de vitalit6 est pratiqu6 (HOS test), par dilution du 
PVP (polyvinylpyrolidone) ~ 10 % au demi dans de l'eau 
distillre sterile (technique comparable ~ celle drcrite par 

Figure 1 : Photographic d'une micro-paillette utilis~e pour la 
cong~lation des spermatozo'ides dans un petit volume. 
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Sallam et al. [10]). Apr~s rinqage du spermatozo'fde choisi 
dans une goutte de PVP ~ 10 %, chaque ovocyte est inject6 
selon la technique d6crite par Van Steirteghem et al. [15]. 

6, Analyse statistique 

Le test du chi-2 a 6t6 utilis6 pour comparer les taux de 
f6condation, les taux de grossesse, et les taux d'implanta- 
tion. Les diff~rences observ6es 6taient consid6rfes signifi- 
catives s i p  < 0,05. 

I I I .  R E S U L T A T S  

1. Issue des prd~vements  testiculaires 

Pendant la p6riode 6tudi6e, 74 biopsies testiculaires ont 6t6 
effectu6es pour 74 patients pr6sentant une azoospermie 
s6cr6toire, et 37 pr61~vements 6pididymaire et/ou testiculai- 
re pour 37 patients pr6sentant une azoospermie excr6toire. 

25 biopsies testiculaires (34 %) pratiqu6es pour azoosper- 
mie s6cr6toire ont 6t6 positives. Les 37 pr61bvements (6pi- 
didymaire ou/et testiculaire) effectu6s pour azoospermie 
excr6toire ont tous 6t6 positifs. 

Tableau 1 : Issue des ICSI selon le type d'azoospermie. 

2. Issue des ICSI 

Les rOsultats des tentatives d ' ICSI  sont r6sum6s dans le 
Tableau 1. Pour les azoospermies s6cr6toires, 60 tentatives 
d ' ICSI  concernant 25 couples ont 6t6 r6alis6es. Une seule 
tentative a 6t6 r6alis6e pour 8 couples, deux tentatives pour 
7 couples, trois tentatives pour 4 couples, quatre tentatives 
pour 4 couples, et cinq tentatives pour 2 couples. Nous 
avons obtenu un taux de f6condation (2 PN) de 53 % 
(218/412), et un taux de transfert embryonnaire par ponc- 
tion de 92 % (55/60). En moyenne 2,16 embryons ont 6t6 
transf6r6s, et le taux d'implantation par embryon transf6r6 
6tait de 9,2 % (9/119), avec un taux de grossesse clinique 
par cycle d ' ICSI  de 18 % (11/60). 

Pour les azoospermies excr6toires, 81 cycles d ' ICSI  ont 
6t6 rdalis6s concernant 37 couples. Une seule tentative a 
6t6 r6alis6e pour 13 couples, deux tentatives pour 12 cou- 
ples, trois tentatives pour 7 couples, quatre tentatives 
pour 3 couples, cinq tentatives pour 1 couple, et six ten- 
tatives pour un dernier couple. Nous avons obtenu un 
taux de fdcondation (2 PN) de 54 % (335/613), et un taux 
de transfert embryonnaire par ponction de 89 % (72/81). 

Nombre de cycles d'ICSI 

Nombre de couples 

Age moyen f~minin (_+ ET) 

% d'ovocytes matures 

Nombre d'ovocytes inject6s (M II) 

% d'ovocytes f6cond6s 
2 PN 
3 PN 

Nombre moyen (-+ ET) d'embryon obtenu 

Nombre moyen (+ ET) d'embryon transf6r6 

Cycles avec transfert embryonnaire 

Implantation embryonnaire (%) 

Grossesse clinique / cycle (%) 

unique 

gemellaire 

triple 

Nombre de fausses couches 

Nombre. d'accouchements 

Nombre de grossesses en cours 

Nombre d'enfants n6s 

Azoospermie s6cr6toire 

60 

25 

31,8 _+ 3,8 

78,5 (412/525) 

412 

52,9 % (218) 
1,2 % (5) 

3,38 _+ 2,66 

2,16 + 0,81 

55 

9,2 % (11/119) 

18 % (11/60) 

11 

0 

0 

1 

9 

1 

8 

Azoospermie obstructive 

81 

37 

31,3 _+ 4,3 

68,5 (613/895) 

613 

54,6 % (335) 
2,3 % (14/613) 

4,0 +_ 2,9 

2,16 • 0,73 

72 

16 % (25/156) 

26 % (21/81) 

18 

2 

1 

4 

14 

3 

18 

Test statistique 

NS 

NS 

NS 
NS 

NS 

NS 

NS 

NS : Non Significatif 

ET : Ecart-type sur la moyenne 
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En moyenne, 2,16 embryons ont ~t6 transfEr6s, nous avons 
obtenu un taux d'implantation par embryon transfdr6 de 16 
% (25/156), et un taux de grossesse clinique par cycle 
d'ICSI de 26 % (19/81). Au total, pour les indications s6cr6- 
toires, 8 b6b6s sont n6s (<<singletons~,) et une grossesse est 
actuellement en cours. Dans les indications excr6toires, 18 
b6b6s sont nfs, dont 2 jumeaux et des tripl6s, et 3 grosses- 
ses sont en cours. 

IV. D I S C U S S I O N  

Dans les cas d'azoospermie s6cr6toire, la litt6rature rappor- 
te au moins 50 % de biopsies testiculaires avec extraction 
des spermatozo'fdes n6gatives [6, 8, 13]. Dans notre s6rie, 
65 % de biopsies testiculaires ont 6t6 n6gatives. Si les varia- 
tions de pourcentages de positivit6 retrouv6s dans la litt6ra- 
ture semblent pouvoir s'expliquer par la technique de pr6- 
l~vement (ponction h l'aiguille ou biopsie), le nombre et la 
localisation de biopsies, et l'importance de l'effectif 6tudi6, 
le pourcentage assez 61ev6 de pr61bvements n6gatifs dans 
notre s6rie pourrait 8tre 1i6 ~t l'absence de critbre d'exclu- 
sion, et par cons6quent "~ la prise en charge des cas les plus 
d6favorables. I1 existe des diff6rences significatives entre 
les pr616vement positifs et n6gatifs en fonction des taux 
plasmatiques de FSH et d'inhibine B, et des volumes testi- 
culaires ; toutefois aucun facteur pr6dictif absolu n'a pu 8tre 
mis en 6vidence [1, 14]. Nous avons d'ailleurs rapport6 une 
naissance avec des spermatozo'fdes testiculaires chez un 
homme souffrant d'azoospermie s~cr6toire et pr6sentant 
une inhibine B plasmatique ind6tectable [5]�9 Ceci nous inci- 
te ~ proposer des pr61~vement testiculaires ~ tous les 
patients pr6sent~mt une azoospermie. 

Le faible volume clans lequel sont congel6s les spermatozoi- 
des (25 ~ 50 ,ul) facilite leur recherche apr~s d6cong61ation. 
De m~me, l'absence de lavage et de migration apr~s d6con- 
g61ation rendue possible par l'utilisation d'un milieu clair 
(Sperm Freeze, JCD, France) limite la perte de spermatozoi- 
des. Le nombre de spermatozo'fdes congel~s permet, y com- 
pris dans la plupart des cas les plus d6favorables (quelques 
dizaines de spermatozo]'des), la r~alisation d'une ICSI avec 
d6cong61ation d'une seule paillette. La cong61ation de plu- 
sieurs paillettes de spermatozo'fdes permet d'6viter les repri- 
ses chirurgicales et ses possibles effets secondaires tel que, 
inflammations, h6matomes, et calcifications [ 11 ]. 

Nous ne pratiquons plus de test de d6cong61ation syst6ma- 
tique, l'utilisation des micropaiUettes ayant toujours 6t~ 
positive, exceptd un seul cas pour lequel aucun spermato- 
zo/de n'a 6t~ retrouv6 apr~s d6cong61ation de toutes les 

�9 ' O "  " paillettes il s a~lssa~t d'une biopsie testiculaire pour 
laquelle un seul spermatozo'fde immobile avait 6t6 observ6 
avant congdlation. 

Cette technique est une alternative assez simple ~ celle pro- 
pos6e par Walmsly et al. [16] qui proposaient de congeler 
les spermatozofdes dans des zones pellucides d'ovocytes. 
Ce type de prise en charge 6vite le probl~me du vieillisse- 
ment des ovocytes lorsque I'ICSI est contemporaine de la 
biopsie testiculaire et que la recherche des spermatozo'ldes 
s'av~re longue, plusieurs heures voire jusqu'h 24 heures 
d'incubation pouvant 8tre n6cessaires pour trouver des 
spermatozo'fdes. 

Cette programmation est de plus beaucoup mieux v6cue 
par le couple puisque la biopsie testiculaire est consid6r6e 
comme un 616ment diagnostique, pratiqu6 en dehors de 
tout acte th6rapeutique sur la conjointe. Ceci permet d'6- 
viter des stimulations ovariennes inutiles qui auraient dans 
notre s6rie repr6sent6 65 % des cas d'azoospermies s6cr6- 
toires. 

Enfin, les chances de grossesse pour le couple sont 
conserv6es. Cependant, le taux d'implantation par 
embryon transf6r6 (9,2 %) est sensiblement plus faible 
dans les azoospermies s6cr6toires que dans les indications 
excr6toires (16%). 

Cette diff6rence est statistiquement non significative, mais 
c'est une tendance qui est retrouv~e dans quelques 6tudes 
[3, 4, 7] et pose par ailleurs la question du potentiel de 
d6veloppement et/ou d'implantation des embryons obtenus 
lorsque la spermatogen~se est tr~s alt6r6e. 

I1 s'agit ~ notre connaissance de la premiere 6tude rappor- 
tant une prise en charge syst6matique de routes les 
azoospermies avec cong61ation de spermatozo'fdes testicu- 
laires avant d'inclure le couple dans un protocole d'ICSI. 
Oates et al. [9], et Ben Yosef et al. [2] avaient chacun publi~ 
une s6rie de biopsies testiculaires asynchrones h I'ICSI, qui 
ne concernait qu'une partie de leur activit6. 

V. C O N C L U S I O N  

En cas de biopsie testiculaire positive, la cong~lation en 
micro-gouttes facilite la technique d'ICSI, et permet 
de r~aliser plusieurs cycles d'ICSI avec une seule biop- 
sie testiculaire quelle que soit l'~tiologie de i'azoosper- 
mie. La programmation asynchrone des pr~l~vements 
testiculaires et de rlCSI permet de proposer ia biopsie 
h tous ies patients, y compris ~ ceux qui pr~sentent un 
profil apparemment peu favorable, et permet d'~viter 
de nombreuses stimulations ovariennes inutiles. Enfin, 
elle permet une ~valuation plus precise du risque 
chromosomique par analyse des cellules testiculaires 
dans certaines indications, et un conseil g~n~tique 
adaptS. 
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ABSTRACT 

Optimizing testicular spermatozoa freezing : Poissy 
hospital experience 

Bruno GUTHAUSER, Marc BAILLY, Martine ALBERT, 
Florence MERLET, Raoul LOMBROSO, Robert WAI- 

NER, Martine BERGERE, Jacqueline SELVA. 

50% or more of non-obstructive azoospermic men 
have no spermatozoa in their testicular tissue, and 
no non-invasive predictor of spermatogenesis is yet 
available. For this reason, we therefore performed all 
TESE (74 TESE for non-obstructive azoospermia and 
37 TESE for obstructive azoospermia) prior to initia- 
ting ovarian stimulation. 34% (25/74) of TESE perfor- 
med for non-obstructive azoospermia were success- 
ful. Spermatozoa were retrieved in 100% of cases of 
obstructive azoospermia. When TESE were positive, 
spermatozoa were frozen in 25-50 pl micro-droplets 
(several straws). 60 ICSI cycles (25 couples) were 
treated for non obstructive azoospermia. The clinical 
pregnancy rate per ICSI cycle was 18%, and the 
implantation rate per embryo transferred was 9.2%. 
81 ICSI cycles (37 couples) were treated for obstruc- 
tive azoospermia. The fertilization rate was 54%, and 
embryo transfer was performed in 89% (72/81) of 
cycles. The clinical pregnancy rate per embryo ICSI 
cycle was 26%, and the implantation rate per embryo 
transferred was 16%. This management of azoosper- 
mic patients, including TESE and multiple testicular 
tissue freezing in micro-droplets prior to ovarian sti- 
mulation, avoids ova pick-up cancellation and multi- 
ple TESE, as several ICSI can be performed after a 
single TESE. Our results show that this micro-tech- 
nique for freezing testicular tissue is effective not 
only for obstructive azoospermia, but also for non- 
obstructive azoospermia when only very few sper- 
matozoa can be extracted from the testis. 
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