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RESUME 

L'dvaluation morphologique des spermatozoTdes 
humains n'est pas exempte de probl~mes metho- 
dologiques rendant difficile les comparaisons entre 
laboratoires. Le but du prdsent travail (~tait I'dtude 
de la variabil i td inter individuel le dans le classe- 
ment des spermatozoTdes typiques et atypiques et 
des facteurs susceptibles de la moduler. Soixante 
deux techn ic iens et b io log is tes  ont  c lassd 1 0 0  
spermatozoTdes dont les images video captdes sur 
un microscope ont ~td directement projetdes sur 
un ecran. La classification de David distinguant les 
spermatozoTdes normaux et anormaux et calculant 
I ' index multiple d'anomalie, IAM, a dt(~ employee. 
Les m6mes spermatozoTdes ont aussi dt~ class(~s 
ul tdr ieurement par deux b io log is tes entrain(~s 
part i r  d 'une bande vid(~o, les resul tats de cette 
classification servant de valeurs de rdf(~rence. L'a- 
nalyse des donndes s 'est  concentr(~e principale- 
ment sur I'effet de I'exp(~rience et sur I'impact pos- 
sible du suivi des r~gles de bonne pratique. 

Le coeff ic ient  de var iat ion pour  I 'est imat ion du 
pourcentage de spermatozoTdes normaux (~tait de 
40%, il (~tait infdrieur pour diffdrentes anomalies et 
dgal& 12% pour I'IAM. Ce sont les participants les 
plus exp~rimentes qui avaient les r(~sultats les plus 
proches des valeurs de r(~fdrence. Enfin, il a d t d  
trouvd que les participants qui n'emploient pas en 
routine les mdthodologies recommanddes avaient 
les r(~sultats diff(~rant le plus de ceux des experts, 
et ceci, quel que soit leur niveau d'exp(~rience. La 
faible variabilit~ observ(~e pour I'IAM sugg(~rait I'in- 
t(~r6t pratique de cet index. Par ailleurs, les rdsul- 
tats rdaffirmaient sans aucune ambiguTtd la n(~ces- 
sit(~ imp(~rieuse d'une standardisation et de contr6- 

les de qualitds Iors de I'~valuation morphologique 
des spermatozoTdes humains. 

Mots  c l~s : analyse du sperme, contrSle de quafit~, 
index d' anomalies multiples, spermocytogramme 

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

L'6valuation morphologique  des spermatozoi 'des repr6- 
sente une 6tape essentielle dans l 'analyse de routine du 
sperme.  Ma lheureusemen t ,  ce t te  6valuat ion  n ' es t  pas 
exempte de v6ritables difficultEs compliquant les compa- 
raisons d 'un  laboratoire  ~ l 'aut re .  Ces difficult6s sont 
encore notamment dues ~t l 'existence de nombreuses tech- 
niques de coloration, au recours h des syst~mes de classi- 
fication diff6rents (plus de dix syst~rnes de classification 
ont 6t6 propos6s depuis la fin des ann6es 50) sans qu'i l  
n 'y  ait encore eu un v6ritable consensus sur une m6thode 
universelle. Cette situation est illustr6e dans la troisi~me 
6dition du manuel de I 'OMS oO il est dit que <des sperma- 
tozoYdes humains peuvent ~tre 6valu6s au grossissement 
final lO00x sur des pr6parat ions fix6es et color6es ou 
bien, sur des pr6paration fra~ches, en contraste de phase, 
au grossissement final 600x... << [27]. 
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Conscient de ces probl~mes, les experts de I'OMS dans la 
4~me Edition du manuel ont recommand6 l 'utilisation 
d'une mEthode unique et simple classant principalement 
les spermatozoides morphologiquement normaux en utili- 
sant des crit~res stricts [28], se basant essentiellement sur 
la valeur pronostique de cette mEthode en FIV [19]. 
Cependant, des travaux rEcents reposant sur l'utilisation 
d'autres m6thodes, telle la mEthode de David et  al. [9] 
classant les diverses anomalies des spermatozoi'des, ont 
dEmontr6 leur inter& clinique [3, 26]. La classification de 
David et al. permet le calcul d'un index d'anomalie multi- 
ple, IAM [16] appropri6 pour le diagnostic des infertilitEs 
masculines [3], le pronostic [16, 26] et, le calcul de cet 

index a 6t6 recommandE dans les 3 ~me et 4 ~me Editions 
du manuel de I'OMS [27, 28]. Cependant, quelle que soit 
la classification utilisEe, la nature subjective de la percep- 
tion visuelle est une autre source de variabilitE intra- et 
interindividuelle. Au total, c'est un ensemble de facteurs 
qui contribue h limiter la fiabilit6 des rEsultats d'un point 
de vue diagnostique ou pronostique aussi bien que dans le 
cadre de recherches. 

Pour Evaluer la (les) source(s) et l'ampleur des erreurs au 
cours de l 'analyse de routine du sperme, le contr61e de 
qualitE interne (CQI) a Et6 rEcemment introduit au labora- 
toire de biologie de la reproduction [18, 7, 6]. Un tel CQI 
est essentiel pour maintenir l'exactitude, la precision et la 
competence et c'est un prEalable ~t l'apprEciation et h l'in- 
terprEtation correctes dans le processus diagnostique de 
l ' infertilit6 humaine.  L'Evaluation externe de qualit6 
(EEQ) est l'Evaluation des rEsultats pour les m~mes Echan- 
tillons dans plusieurs laboratoires. En utilisant une telle 
approche, une variabilitE dans les rEsultats de l'analyse de 
routine du sperme, d'assez importante h tr~s importante, a 
rEcemment 6t6 rapportEe [24, 20, 2]. Une grande variabilit6 
inter-laboratoire des rEsultats de l'analyse du sperme n'est 
pas sans consequence pour le patient : ~ partir d'un mEme 
prEl~vement, il pourrait ~tre class6 hypofertile dans un 
laboratoire et normal dans un autre. Par cons6quent, I'EEQ 
est 6galement indispensable pour s'assurer que les diffE- 
rents laboratoires produisent des rEsultats comparables qui 
permettent ~ leur tour une Evaluation diagnostique et pro- 
nostique similaire quel que soit le centre. 

Quelques rEsultats d 'EEQ pour l'analyse morphologique 
des spermatozoi'des, apr~s envoi de lames colorEes dans les 
diffErents centre participant, ont rEcemment 6tE rapportEs 
[24, 20, 8, 13]. Une telle pratique essentielle offre la possi- 
bilit6 que les diffErents laboratoires 6valuent leurs propres 
r6sultats en comparaison h ceux des autres. 

Dans l'Etude rapportEe ici, nous avons invite des techni- 
ciens et des biologistes h participer h u n  atelier d 'EEQ 
pour Evaluer la morphologie de spermatozoi'des dont les 
images directement captEes sur un vid6o-microsocope ont 

6tE projetEes sur un grand 6cran. Ceci a offert l'opportunit6 
d'6valuer la variabilit6 interindividuelle dans l 'analyse 
morphologique des spermatozoMes humains par la classifi- 
cation de David et  al. [9] - la grande majoritE des labora- 
toires franqais utilisant cette mEthode - et, d'Etudier l'effet 
de l'expErience et du suivi des r~gles de bonne pratique. 

I I .  M A T E R I E L  E T  M E T H O D E S  

1. Participants/t i'Etude 

62 participants se sont retrouvEs /a l'universitE de Nancy 
pendant deux jours au cours d'un atelier de contr61e de 
qualitE pr incipalement  consacrE h l 'Evaluation de la 
morphologie des spermatozoa'des humains. Cet atelier a Et6 
organis6 par le Groupe Franqais d'Assurance de Qualit6 en 
Biologie de la Reproduction, la SociEt6 d'Andrologie de 
Langue Fran~aise (SALF), la FEdEration Fran~aise des 
CECOS (Centres d'Etude et de Conservation des Oeufs et 
du Sperme humains), la SociEt6 Franqaise de Biologie Cel- 
lulaire (SFBC) et l'Association Franqaise des Biologistes 
de la FIV (BLEFCO). Les participants 6taient des techni- 
ciens de laboratoire, des biologistes ou des mEdecins tra- 
vaillant dans 40 laboratoires fran~ais et 2 laboratoires 
luxembourgeois qui Etaient principalement des laboratoires 
universitaires ou hospitaliers, mais aussi des laboratoires 
privEs d'analyses mEdicales. Chaque participant a rempli 
un questionnaire sur son statut professionnel, le statut de 
son laboratoire (priv6 ou public) et le secteur d'activitE 
(spermiologie, banque de sperme, aide mEdicale h la pro- 
creation, AMP, ou, biologie mEdicale). Sur ce m~me ques- 
tionnaire, il devait prEciser les m6thodes employees pour 
l 'Evaluation morphologique des spermatozoi'des (tech- 
niques de rEalisation du frottis et de coloration, objectif et 
grossissement utilisEs, nombre de spermatozoMes 6valuEs, 
et mEthode de classification utilisEe). Les caract6ristiques 
des participants et les mEthodes employees sont rEcapitu- 
lees dans le Tableau 1. Les participants avaient des expE- 
riences diverses en mati~re d'analyse du sperme et d'Eva- 
luation de la morphologie. Le Tableau 2 resume les rEpon- 
ses au questionnaire concernant l'expErience. 

2. MatEriel 

Un frottis prEparE conformEment aux recommandations de 
I'OMS [27] a Et6 utilisE dans la prEsente Etude. L'Echan- 
tillon de sperme pour faire le frottis a dtE choisi en raison 
de son niveau dlevd de diverses anomalies morpholo- 
giques. Bri~vement, le frottis a EtE rEalisE h partir d 'un 
volume de 10 # de l'Echantillon de sperme, sEchE ~ l'air, 
fixd pendant une heure avec un melange d'Ethanol absolu 
(2/3) et d'acide acEtique (1/3), puis, color6 au Shorr en uti- 
lisant un automate de coloration (Sakura DRS601, Bayer- 
diagnostic, Puteaux). 

4 1 3  . . . .  



Tableau 1 : Caract~ristiques des participants (A) et des procddures employdes en rout ine  pour l'~valuation morphologique des spermato- 
zo~les ( B ). 

A - Caract~r i s t iques  ~tudi~es 

Statut professionnel Pharmacien biologiste 
M6decin biologiste 
Technicien de laboratoire 
Scientifique 
Etudiant 

Secteur d'activit6 Laboratoire d'Analyses M6dicales 
H6pital priv6/public 
Autre 

Activit6 Biologie g6n6rale incluant l'analyse du sperme 
Sp6cialisation en spermiologie 
AMP 
Banque de sperme (CECOS) 

N o m b r e  de  part ic ipants  a (%) 

9 (14,5) 
5 (8,0) 
43 (69,4) 

4 (6,5) 
1 (1,6) 

25 (40,3) 
36 (58,1) 

1 (1,6) 

20 (32,3) 
24 (38,7) 

6 (9,6) 
12 (19,4) 

B - Procedures  uti l is~es en rout ine  pour  l '~valuat ion m o r p h o l o g i q u e  N o m b r e  de  part ic ipants  (%) 

Volume fixe de l'6chantillon pour 
faire le frottis 

Si oui, volume employ6? 

Coloration 

Grossissement final 

Nombre de spermatozoi'des 6valu6s 

M6thode de classification 

Oui b 30 (50,0) 
Non 30 (50,0) 

51al b 8 (27,6) 
10~ b 20 (69,0) 
20~ b 2 (3,4) 

Papanicolaou b 8 (13,3) 
Shorr b 31 (51,7) 
May Grunwald Giemsa 5 (8,4) 
autre 16 (26,6) 

1000x b 53 (91,4) 
400x 4 (6,9) 
100x 1 (1,7) 

50 1 (1,7) 
100 54 (93,1) 
200 b 3 (5,2) 

David 56 (93,2) 
autres 4 (6,8) 
crit~res stricts b 0 

a un total < 62 signifie que quelques participants n'ont pas r6pondu; b recommandations de I'OMS [28J 
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Tableau 2 : Nombre d'annJes de pratique (a) et nombre moyen 
d'6valuations morphologiques par  an (b) pour  tous les partici- 
pants it l'atelier. 

a - N o m b r e  d ' a n n ~ s  N o m b r e  de  par t i c ipant s  

( % )  

M o y e n n e  • 6cart- type : 6,2 • 6.5 ans  

M6diane :  5.0 ans  

10 ~m' percenti le  : 0 ans  

90  *'~ percenti le  : 15 ans  

0 a n s :  9 ( 1 4 , 5 )  

> 0 - 2  ans  : 15 (24,2)  

> 2-5 ans  : 1 3 ( 2 1 . 0 )  

> 5 - 1 0 a n s :  1 4 ( 2 2 . 6 )  

> l O a n s :  1 1 ( 1 7 . 7 )  

b - N o m b r e  d ' ~ v a l u a t i o n s  m o r p h o l o g i q u e s  p a r  an  N o m b r e  de  par t i c ipant s  

( % )  

M o y e n n e  • 6cart- type : 

M6diane  : 

10 ~"  percenti le  : 

90 ~'~ percenti le  : 

587 • [ 397 

260 (soi t  5 par  s ema ine )  

0 

1040 

0 :  9 ( 1 4 , 5 1  

> 0 -104  1> 0-2 par  semaine)  : 18 (29.0)  

> 104-520 (> 2-10 par  semaine)  : 18 (29,0)  

> 520 -10 4 0  (> 10-20 par  semaine)  : I I (17.7)  

> 1040-3640  (> 20-70  par  semaine)  : 5 (8,1) 

> 3640  (> 70  par  semaine)  : 1 (1 .7 )  

La pr6paration color6e a 6t6 dispos6e sur la platine d'un 
microscope BX50 (Olympus, Rungis, France) 6quip6 d'un 
objectif xl00 h immersion et d'une cam6ra couleur XC- 
003P 3-CCD RVB (Sony, Clichy, France). La cam6ra 6tait 
reli6e h u n  vid6oprojecteur VPL-FEI10 (Sony, Clichy, 
France) donnant une tr~s bonne d6finition de l'image pro- 
jet6e. L'atelier a eu lieu dans un amphith6atre d'une capa- 
cit6 d'environ 200 places. Avant le d6but de l'atelier, la 
qualit6 de l'image projet6e a 6t6 v6rifi6e et optimis6e afin 
que les images des spermatozoides aient une d6finition 
permettant leur classification sans aucun biais visuel. Ce 
but 6tait atteint si l'observateur 6tait plac6 face h l'6cran et 
dans les 6 premiers rangs de l'amphith6atre. 

3. M~thode de classification des spermatozo'ides nor- 
maux et anormaux 

Pour la grande majorit6 des laboratoires fran~ais, 1'6valua- 
tion de la morphologie des spermatozoades humains est 
faite selon la classification de David [9], modifi6e aprbs la 
publication de Jouannet et  al. [16]. Aussi, c'est cette classi- 
fication qui a 6t6 employ6e dans la pr6sente 6tude. Le 
pourcentage des spermatozoides morphologiquement nor- 
maux et le nombre de chaque anomalie sont 6valu6s h par- 
tir de 100 spermatozo'l'des observ6s au grossissement final 
x l000. Cette classification distingue le spermatozoide 
morphologiquement normal et sept anomalies de la t~te, 
trois anomalies de la piece interm6diaire et cinq anomalies 
du flagelle. Les spermatozoides normaux sont d6finis selon 
des crit~res stricts semblables aux crit~res propos6s dans la 
4~me 6dition du manuel de I'OMS [28], cependant, les for- 

rues subnormales sont consid6r6es comme normales. Tou- 
tes les anomalies sont 6galement d6finies par des crit~res 
sp6cifiques [1]. Grace h un systbme h entr6es multiples, 
toutes les anomalies de chaque spermatozoide sont enre- 
gistr6es de telle sorte qu'aucune anomalie ne soit sous-esti- 
m6e par rapport aux autres, ce qui offre la possibilit6 de 
calculer l ' index multiple d'anomalies, IAM [16], index 
consid6r6 comme un test additionnel dans la 4~me 6dition 
du manuel de I'OMS [28]. L'IAM correspond au nombre 
moyen d'anomalies par spermatozoi'de anormal. D'autres 
616ments cellulaires (flagelles isol6s, spermatozo/des en 
lyse, cellules de la lign6e blanche, cellules de la lign6e ger- 
minale, autres cellules et d6bris cellulaires) sont enregis- 
tr6s mais non inclus dans le compte et n'ont pas 6t6 analy- 
s6s dans la pr6sente 6tude. 

4. Sch6ma organisationnel de r6valuation externe de 
qualit6 (EEQ) 

Deux heures avant I'EEQ, les d6finitions de la morpholo- 
gie normale et anormale des spermatozoa'des ont 6t6 rappe- 
16es ainsi que les proc6dures standardis6es pour l'6valua- 
tion selon la m6thode de David [1]. Juste avant l'6valua- 
tion, une grille simplifi6e (chaque spermatozoa'de en ligne, 
chaque anomalie en colonne) a 6t6 distribu6e h tous les  
participants. Les participants ont 6t6 invit6s h r6pondre 
sans l'aide de leurs voisins. Cent spermatozoi'des s61ection- 
n6s au microscope ont 6t6 projet6s successivement et 
chaque spermatozoade choisi 6tait rep6r6 h l'aide de la fiE- 
che lumineuse int6gr6e au microscope. Ainsi, tous les par- 
ticipants ont 6valu6 le m6me spermatozoa'de dans le m6me 
temps. Le temps d'observation et de r6ponse pour chaque 
spermatozoa'de 6tait de 45 secondes. De plus, tousles sper- 
matozo~des analys6s ont 6t6 enregistr6s ~t l ' a ide  d 'un 
magn6toscope professionnel (Panasonic). Dans les jours 
suivant I'EEQ, les 100 spermatozoides enregistr6s sur la 
bande vid6o ont 6t6 class6s en commun par deux biologis- 
tes exp6riment6s pour la lecture du spermocytogramme 
(FEet  JA). Soit ils 6taient d'embl6e d'accord sur le dia- 
gnostic, ce qui 6tait le cas pour la grande majorit6 des sper- 
matozoides, soit, il y avait un d6saccord entre eux (observ6 
uniquement pour quelques anomalies de taille) et, dans ce 
cas, des mesures objectives ont 6t6 faites afin de parvenir 
un consensus. Dans la suite du texte, les r6sultats de cette 
6valuation sont consid6r6s comme les valeurs de r6f6rence. 

5. Analyse des donn~es 

La variabilit6 globale de l'6valuation du pourcentage de 
spermatozoi'des normaux, des diverses anomalies et de 
I'IAM pour l'ensemble des participants (n = 62) a 6t6 6tu- 
di6e. Puis nous avons estim6 la variabilit6 globale pour 1'6- 
valuation des m~mes caract6ristiques en se r6f6rant au 
niveau d'exp6rience des participants pour deux sous-grou- 
pes d6finis selon le nombre d'6valuations faites par an 
(<520 par an, c'est h dire, moins de 10 6valuations par 
semaine, n = 45 contre > 520 par an, n = 17). 
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Nous avons 6galement recherch6 si les conditions habituel- 
les de l 'rvaluation, notamment, le suivi en routine des 
recommandations de I'OMS [27] pour la rralisation des 
frottis, la coloration, le grossissement, le nombre de sper- 
matozoides 6tudirs .... pouvaient avoir une influence sur 
les rrsultats de cette EEQ. Aussi, nous avons 6tudi6 les dif- 
frrences entre les rrsultats des participants et les valeurs de 
rrfrrence pour le pourcentage de spermatozo'/des normaux, 
les diffrrentes cat6gories d'anomalies et I'IAM. Les parti- 
cipants ont 6t6 divisrs en trois groupes. Le premier groupe 
6tait compos6 de participants exprrimentrs 6valuant > 520 
frottis par an, depuis au moins deux ans, et, suivant les 
recommandations de I'OMS de 1992 (frottis h partir d'une 
goutte calibrre, coloration de Shorr ou de Papanicolaou, 
classification d'au moins 100 spermatozo'fdes au grossisse- 
ment final xl000). Le deuxi~me groupe 6tait compos6 de 
participants ayant une exprrience plus r6cente (< 2 ans, 
quel que soit le nombre de frottis analysrs par an) mais 
suivant 6galement recommandations de I'OMS en routine. 
Le dernier groupe 6tait compos6 des autres participants, 
c'est h dire ceux qui ne suivent pas en routine les recom- 
mandations de I'OMS, quel que soit leur exp6rience. 

La variabilit6 inter-participant dans l '6valuation de la 
morphologie des spermatozoides a 6t6 exprimre sous la 
forme du coeff ic ient  de variat ion : CV (%) = 6cart- 
type/moyenne x 100. La comparaison de donnres quantita- 
tives entre deux groupes a utilis6e le test non paramrtrique 
de Mann-Whitney. L'6galit6 des valeurs moyennes des 
caractrristiques 6tudires parmi les trois sous-groupes choi- 
sis sur le niveau d'exprrience et le suivi des recommanda- 
tions de I 'OMS a 6t6 examinre par une analyse de la 
variance, prenant si nrcessaire en considrration les varian- 
ces in6gales (test de Brown-Forsythe). Lorsque cette ana- 
lyse donnait un rrsultat significatif, les comparaisons deux 
h deux ont 6t6 faites h l'aide du test de Bonferroni. Toutes 
les statistiques ont 6t6 faites avec le logiciel statistique 
BMDP [12]. 

Apr~s analyse des donnres, un rapport d6taill6 individuel 
avec des recommandations a 6t6 envoy6 h chaque partici- 
pant. Ceci leur a permis d'rvaluer leurs propres rrsultats 
par rapport aux rrsultats moyens du groupe et aux rrsultats 
des deux biologistes. 

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

1. Variabilit~ g~n~rale inter participant pour les dif- 
f~rentes caract~ristiques morphologiques 

Les valeurs moyennes et mrdianes du pourcentage de sper- 
matozo'fdes normaux, de chaque anomalie enregistrre et de 
I'IAM, les coefficients de variation inter participant cor- 
respondant et les rrsultats de rrfrrence des deux biologis- 
tes sont prrsentres dans le Tableau 3. Par ordre croissant, 

on a observ6 les plus bas coefficients de variation pour 
I 'IAM (12%), les pourcentages de pi~ces intermrdiaires 
angulres (23%), de flagelles absents (25%) et d'acrosomes 
anormaux ou absents (26%). Le coefficient de variation 
pour le pourcentage de spermatozoi'des normaux 6tait 6gal 
h 40% (7 ~me position parmi les 17 caractrristiques 6tu- 
dires). L'intervalle des valeurs trouv6es pour cette dernibre 
caractrristique 6tait large, de 6% ~ 39% (avec une mrdiane 
6gale h 15%), une diffrrence marqu6e avec les intervalles 
de valeurs pour I'IAM. Les participants fournissant les 
6valuations les plus srvbres du pourcentage des spermato- 
zoides normaux ont trouv6 les valeurs les plus 61evres de 
I'IAM et rrciproquement. 

2. Influence de i'exp~rience 

Les valeurs moyennes et mrdianes du pourcentage de sper- 
matozoi'des normaux, de I'IAM, de chaque anomalie et les 
coefficients de variation inter participant globaux cor- 
respondant pour les deux groupes de participants choisis 
en fonction de leur exprrience sont prrsentrs dans le 
Tableau 4. Les participants exprrimentrs ont trouv6 sensi- 
blement moins de spermatozoi'des normaux, et plus de 
tStes multiples, d'acrosomes anormaux, de pi~ces intermr- 
diaires grSles et de flagelles de calibre irrrgulier. Cepen- 
dant, il faut prrciser que pour ces caractrristiques, la varia- 
bilit6 interindividuelle n'rtait que 16g~rement plus faible 
dans ce groupe en comparaison avec le groupe moins 
exprrimentr.  Une diffrrence marqure de la variabilit6 
(CV) inter participant comparant ces deux groupes n'a 6t6 
trouvre que pour les acrosomes anormaux (19% contre 
26%) et les flagelles absents (14% contre 27%). 

3. Influence du suivi en routine des recommanda-  
tions 

Le nombre moyen de prrparations 6valu6es par an dans les 
trois groupes de participants 6tait de 1287+_876 dans le pre- 
mier groupe (n = 10) contre 355+_41 dans le deuxi~me 
groupe (n = 8 ; p < 0.01) et 470+_1 562 dans le troisi~me 
groupe (n = 44 ; diffrrence non significative). Le nombre 
moyen d 'annres  d 'exprr ience  pour l ' rvaluat ion de la 
morphologie des spermatozoi'des dans les trois groupes 
6tait de 10,0_+5,3 dans le premier groupe contre 1,5_+1,4 
dans le deuxi~me groupe (p < 0.05) et 6,3__.6,8 dans le troi- 
si~me groupe (diffrrence non significative). Les caractrris- 
tiques morphologiques significativement diffrrentes par 
ANOVA, comparant les rrsultats des trois groupes h ceux 
des deux biologistes entrain6s sont prrsentres dans la 
Figure 1. Ce sont les participants exprrimentrs qui appli- 
quent en routine les procrdures recommand6es qui avaient 
les rrsultats les plus proches des valeurs de rrfrrence. Pour 
la majorit6 des caractrristiques morphologiques 6tudires, il 
n 'y avait aucune diffrrence significative entre les rrsultats 
de ce groupe et ceux du groupe de participants peu exprri- 
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Tableau 3 : Distribution des caractdristiques morphologiques, coeff icient de variation interparticipant correspondant et valeurs 
de r~f~rence. 

E c a r t -  m i n  - m a x  C V  R 6 f 6 r e n c e  
C a r a c t 6 r i s t i q u e  M o y e n n e  M & l i a n e  

type ( % ) 

% spermatozoides normaux 15,6 6,3 15 6 - 39 40 7 

Anomalies de la t~te 

Allong6e 12,5 9,0 11 0 - 42 72 10 

Amincie 13,3 7,4 12 1 - 40 56 17 

Microc6phale 8,0 4,5 7 2 - 24 56 9 

Macroc6phale 3,6 1,7 3 1 - 8 47 2 

Multiple 2,7 1,2 2 1 - 5 44 4 

Postacrosome anormal 36,4 16,0 36 1 - 81 44 53 

Acrosome anormal ou absent 52,1 13,5 55 23 - 80 26 62 

Total des anomalies de la t&e 129 29,9 130 56 - 183 23 157 

Anomalies de la pikce int. (PI) 

Reste cytoplasmique 15,0 5,2 15 6 -28 35 6 

Gr~le 2,1 2,4 1 0 - 10 114 2 

Angul6e 20,3 4,7 20 12 - 37 23 14 

Total des anomalies de la PI 37 7,6 37 20 - 59 21 22 

Anomalies du flagelle 
Absent 3,2 0,8 3 1 -6 25 3 

Court 3,1 4,5 2 0 - 28 145 7 

Calibre irr6gulier 6,3 5,2 5 0 - 32 83 8 

Enroul6 9,6 3,1 9 5 - 18 32 8 

Multiple 5,1 1,4 5 2 - 9 27 5 

Total des anomalies du flagelle 27 9,7 26 16 - 77 36 31 

Total des anomalies 193 33,8 189 110 - 266 18 210 

Index d 'anomalie  multiple, IAM 2,28 0,27 2,25 1,80 - 2,83 12 2,26 
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Tableau 4 : Caract~ristiques morphologiques et coefficient de variation (CV) correspondant en fonction de l'exp~rience 

< 520 > 520 

(<10 par semaine) (>10 par semaine) Valeur 
n=45 n=17 de p* 

Caract6ristique Moyenne (CV%) Moyenne (CV%) 

% spermatozo'ides normaux 16,9 (40) 12,1 (32) 0,001 

Anomalies de la t~te 

Allong6e 12,8 (64) 12,4 (90) 0,38 
Amincie 12,9 (58) 13,8 (52) 0,68 
Microc6phale 7,9 (53) 7,3 (52) 0,96 
Macroc6phale 3,7 (46) 3,3 (45) 0,53 
Multiple 2,4 (42) 3,3 (39) 0,03 
Postacrosome anormal 35,5 (47) 40,1 (32) 0,19 
Acrosome anormal ou absent 48,8 (26) 60,1 (19) 0,004 

Total des anomalies de la t~te 124 (25) 140 (18) 0,08 

Anomalies de la piOce int. (PI) 

Reste cytoplasmique 15,8 (34) 13,1 (33) 0,08 
Gr~le 1,8 (128) 3,0 (89) 0,05 
Angul6e 19,9 (22) 21,2 (26) 0,50 

Total des anomalies de la PI 38 (21) 37 (20) 0,99 

Anomalies du flagelle 

Absent 3,3 (27) 2,9 (14) 0,13 
Court 2.5 (100) 4,8 (160) 0,95 
Calibre irr6gulier 5,3 (74) 8,8 (83) 0,05 
Enroul6 9,2 (32) 10,7 (44) 0,14 

Multiple 5,0 (26) 5,7 (26) 0,13 

Total des anomalies du flagelle 25 (26) 33 (43) 0,02 

Total des anomalies 187 (18) 210 (15) 0,02 

Index d'anomalie multiple, IAM 2,24 (12) 2,39 (11) 0,07 

* test de Mann-Whitney 

4 1 8  . . . . . . .  



6fdrence* : 7 4 62 157 3 8 210 
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multiple anormal anomalies absent de calibre anomalies 

de la t~te irr0gulier 

Figure 1 : DiffErences (%) par rapport aux valeurs de rEfdrence 
pour  les trois groupes de participants ~tudiEs. 

mentts mais ayant de bonnes pratiques. En revanche, c'est 
le groupe compost de participants n'appliquant pas en rou- 
tine la standardisation recommandEe qui avaient le plus de 
rEsultats diffErant significativement de ceux du premier 
groupe (exptrimentE + bonnes pratiques). 

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

Cette Etude confirme la forte variabilit6 intetindividuelle 
des rEsultats de l'analyse des spermatozoYdes morphologi- 
quement normaux et anormaux dEj~ rapportEe dans plu- 
sieurs publications. L'absence constatEe de concordance 
entre techniciens, biologistes ou laboratoires rend difficile 
la comparaison des rEsultats au sein d'un m~me laboratoire 
ou d'un laboratoire ~ l'autre. Ceci n'est pas sans consE- 
quence f~cheuse pour la prise en charge des patients d'un 
point de rue diagnostique et pronostique, notamment parce 
que la morphologie des spermatozoYdes est connue pour 
~tre un determinant important de la fertilit6 humaine in 

vivo et in vitro. 

Par consequent, une premiere Evaluation de l'&endue de la 
variabilit6 dans l'analyse de la morphologie des spermato- 
zoYdes au sein du laboratoire d'andrologie (variabilit6 intra 
et inter technicien, CQI) et d 'un laboratoire h l 'autre 
(EEQ) est une &ape nEcessaire pour comprendre ses 
dEfauts et l'amEliorer. A cet Egard, les rEsultats du present 
travail se rapportant ?a un groupe de biologistes et de tech- 
niciens de diffErentes regions franqaises ayant des expE- 
riences et des pratiques diverses peuvent 6tre considtrts 
comme reprEsentatifs de la variabilitE de base pour cet exa- 
men dans un pays dtveloppE. Le coefficient de variation 
global pour le pourcentage de spermatozoYdes normaux 
6tait de 40%, se situant dans un intervalle de valeur simi- 
laire ~ ce qui a 6tE prEcEdemment trouvE dans diverses 

EEQ sur la morphologie des spermatozoYdes [20, 25, 17], 
voir Tableau 5. Cependant, il faut prtciser que dans cette 
EEQ, seule la variabilit6 relative h la classification (pour 
de m~mes cellules) a 6tE EtudiEe (h la difference d'EEQ 
faite ~ partir de frottis envoyts par la poste). 

En revanche, la variabilit6 pour diffErentes categories d'a- 
nomalies et pour l'index d'anomalies multiples (MAI) Etait 
nettement infErieure. Par exemple, des coefficients de 
variation de 12%, de 23%, de 25% et de 26% ont EtE trou- 
vts pour I'IAM, les pi~ces intermEdiaires angultes, les fla- 
gelles absents et les acrosomes anormaux ou absents, 
respectivement. Cette meilleure concordance interindivi- 
duelle de l'Evaluation en dEpit d'expEriences et de pra- 
tiques diverses ajoutEe a la valeur clinique de certaines de 
ces caractEristiques, par exemple, la quantit6 de regions 
acrosomiques anormales [15, 21] ou I'IAM [16, 26], ren- 
force la possible pertinence de l'Evaluation en routine des 
anomalies morphologiques et du calcul de I 'IAM qui en 
dEcoule, ~ c6tE de l'Evaluation des spermatozoYdes nor- 
maux. D'un autre ct t t ,  une variabilitE assez importante ~t 
6t6 trouvEe pour d'autres categories d'anomalies, comme 
par exemple, la pibce intermtdiaire gr~le ou le calibre irrt- 
gulier du flagelle qui nEcessitent une trbs bonne qualit6 de 
coloration et une observation minutieuse. 

En gEnEral et h l'exception de ces deux derni~res catEgo- 
ties, la vatiabilit6 trouvte pour les anomalies impliquant la 
reconnaissance de forme (t~te multiple, reste cytoplas- 
mique, pibce intermtdiaire angulEe, flagelle absent, flagel- 
le enroulE...) Etait infttieure h celle trouvEe pour les catE- 
gories d'anomalies impliquant une Evaluation de la taille 
(t6tes allongEes, amincies, microcEephales, macroctphales, 
flagelle Ecourtt... voir Tableau 3), un rtsultat prEcEdem- 
ment rapportE [4]. Si la classification au microscope des 
categories o?a il faut Evaluer la taille n'est pas aisEe d'em- 
blte du fait des limites des mtcanismes de la vision et de 
son integration au niveau cErEbral, les contr61es de qualit6 
continus dans notre laboratoire ont indiquE que la forma- 
tion ~ l'aide d'un oculaire ~ reticule graduE amtliore forte- 
ment leur classification qui en retour diminue de manibre 
indiscutable la vatiabilitE intra et interindividuelle. 

La variabilitE globale dans l'analyse de la morphologie des 
spermatozoYdes Etant mesurEe, une seconde Etape indispen- 
sable pour amEliorer les rtsultats est l 'identification des 
diverses sources de variabilit6 et l'Evaluation de leur poids 
respectif. La prEsente Etude s'est principalement focaliste 
sur cette question. Certaines de ces sources sont Evidentes, 
par exemple, l'utilisation de divers syst~mes de classifica- 
tion, le manque de definition precise des spermatozoYdes 
normaux et anormaux pour quelques classifications propo- 
sees ou encore, l'absence de r~gles pour la classification 
des spermatozoYdes pr t sen tan t  plus d ' u n e  anomal ie  
morphologique. 
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Clairement, le choix de la mSthode de classification devrait 
se fonder sur la preuve de sa validitS clinique (relation 
avec la fertilitS in vivo et in vitro), sa simplicitS d'utilisa- 
tion, la reproductibilitS des rSsultats et l'observation des 
plus faibles variabilitSs intra et inter individuelles. Malheu- 
reusement, il n'existe ~ l'heure actuelle aucune mSthode 
ayant dSmontrS satisfaire l 'ensemble de ces crit~res. Au 
total, des Studes comparatives soigneusement con~ues sont 
nScessaires pour dSmontrer quelle mSthode de classifica- 
tion est ~ la fois la plus exacte, la plus reproductible et la 
plus pertinente sur le plan clinique. 

Notre Stude a StS con~ue avec un schSma expSrimental 
ayant quelques similitudes avec celui employs dans l'Stude 
de Baker et Clarke [4] (questionnaire sur l'expSrience, obs- 
ervation et la classification des m~mes cellules) et ressem- 
blant dans les modalitSs techniques au schSma rapports par 
Davis et al. [ 11 ], voir Tableau 5. Ces modalitSs techniques 
combinant en temps rSel le microscope, la capture vidSo 
haute rSsolution et la vidSoprojection simultanSe sont rSgu- 
li~rement utilisSes dans notre laboratoire pour la formation 
et constituent un outil de choix pour le contr61e de qualitS. 

Puisqu ' i l  n 'exis te  aucune mSthode Stablie de mesure 
objective de la morphologie des spermatozoi'des humains, 
la question du choix de la mSthode fournissant les valeurs 
de rSfSrence est cruciale pour la discussion des rSsultats 
des contr61es de qualitS interne ou externe. Dans certaines 
EEQ, les valeurs de rSfSrence correspondent h celles obte- 
nues par un panel d 'experts  en mati~re d 'ana lyse  de 
sperme [8, 13] (valeur mSdiane ou moyenne en fonction de 
la distribution de la caractSristique). Une approche alterna- 
tive pourrait ~tre d'employer comme valeurs de rSfSrence 
les rSsultats obtenus par un seul technicien ou biologiste 
expSrimentS dont la prScision, la reproductibilitS et l'ab- 
sence de dSviation avec le temps ont StS montrSes [18]. 
Dans ce travail, nous avons choisi de prendre comme 
valeurs de rSfSrence, celles fournies par les deux biologis- 
tes ayant soigneusement examinS la bande vidSo. I1 est 
noter que ces valeurs ~<de rSfSrence>> Staient les plus stric- 
tes en comparaison avec celles des participants (Tableau 
3). 

Nous avons trouv6 que les participants Svaluant rSguli~re- 
ment un nombre SlevS de prSparations avaient des Svalua- 
tions plus strictes que celles des participants plus rScem- 
ment impliquSs ou ayant une pratique plus Spisodique. De 
plus, les participants expSrimentSs avaient des rSsultats 
plus proches des valeurs de rSfSrence, bien que parfois dif- 
fSrents (le choix de cette approche pourrait avoir condi- 
tionnS les Scarts observSs avec les participants les plus 
entrai'nSs qui ne disposaient pas de moyen d'Svaluation 

objective de la taille des spermatozo'fdes). Le r61e de la for- 
mation r6p6t6e sur la reproductibilit6 et la convergence 
avec les valeurs de r6f6rence a 6tS rapports [23, 13] et il a 
StS montrS que l'expSrience avait clairement un impact sur 
les rSsultats de l'Svaluation morphologique des spermato- 
zoides humains [4]. Cependant, l'expSrience seule n'est 
pas la garantie d'une variabilitS inter individuelle accepta- 
ble m6me si plusieurs rSsultats d'EEQ indiquent que la 
variabilitS inter individuelle est plus faible parmi des tech- 
niciens entrainSs que parmi des techniciens novices [14, 
4], voir Tableau 5. En effet, la variabilitS interindividuelle 
parmi des observateurs cens6e ~tre convenablement formSs 
et entrainSs peut ~tre re la t ivement  SlevSe [24], voir 
Tableau 5 et, Tableau 4, notre Stude. Ceci indique que 
d'autres facteurs que l'expSrience peuvent moduler les 
rSsultats de l'analyse morphologique, I1 a StS suggSrS que 
certaines Stapes prS analytiques, telles que le volume de 
sperme utilisS, la qualitS du frottis ou de la coloration 
pourraient avoir un impact sur les rSsultats [22, 5]. I1 a 
aussi StS montrS qu'une standardisation de la prSparation 
des lames amSliorait la qualitS des rSsultats de l'analyse 
morphomStrique automatisSe des t~tes de spermatozoides 
[10] (et sans aucun doute aussi, la caractSrisation visuelle 
et la bonne classification des anomalies). A cet Sgard, dans 
le prSsent travail examinant les m~mes spermatozoi'des 
avec une classification unique, il Stait intSressant de noter 
que les participants n'employant pas en routine les procS- 
dures recommandSes avaient des rSsultats souvent signifi- 
cativement diffSrents des rSsultats de rSfSrence. 

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

La pr~sente ~tude se eoncentrant sur la variabilit~ dans 
la classification des spermatozoides morphologique-  
ment normaux et anormaux a montr~ que l'exp~rience 
pratique aussi bien que la conformit~ aux m~thodolo- 
gies recommand~es ont un impact s~rieux sur les r~sul- 
tats. Ces donn~es indiquent clairement ie besoin fonda- 
mental de standardisation, de formation et de contr61e 
de qualit~ pour i'~valuation de ia morphologie des sper- 
matozo'ides humains. 

R e m e r c i e m e n t s  : 

Nous tenons particulibrement ~ remercier tous les partici- 
pants ?t cette Evaluation Externe de la Qualit~ ainsi que B. 
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Tableau 5 : Evaluations externes de la qualitd (EEQ) de l'dvaluation morphologique des spermatozo~des humains : similitudes et 
divergences. 
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ABSTRACT 

Factors Influencing the Morphological Classification 
of Normal and Abnormal Human Spermatozoa: Les- 
sons from an External Quality Assessment Scheme 

Involving 62 Participants 

Jacques AUGER, Florence EUSTACHE 

The assessment of human sperm morphology rai- 
ses a number of methodological problems, making 
inter-laboratory comparison difficult. Sixty-two tech- 
nicians and biologists classified the same 100 sper- 
matozoa in a blind study from images captured on a 
video microscope and projected onto a screen. 
David's morphology classification, which distinguis- 
hes normal and abnormal spermatozoa and calcula- 
tes a Multiple Anomaly Index (MAI), was used. The 
same spermatozoa were also classified by two trai- 
ned biologists using videotaped images to provide 
reference values. Data analysis mainly focussed on 
the effect of the level of experience and the possible 
impact of compliance with standard methods. The 
inter-observer coefficient of variation was 40% for 
normal sperm, lower for five defects and, 12% for 
MAI. Experienced par t ic ipants  had the closest 
results to the reference values. Moreover, partici- 
pants not routinely using the recommended metho- 
dologies, regardless of their level of experience, 
consistently showed marked differences compared 
to reference values. The present data confirm the 
wide variability in the assessment of normal sper- 
matozoa and show a lower variability for several 
anomal ies and MAI. They underscore the role 
played by experience and the importance of follo- 
wing the recommended methodologies to obtain 
relevant and comparable results. 

Key words: routine semen analysis, quality control, 
multiple anomaly index, sperm morphology assessment 
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