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RESUME

Les techniques de sélection des spermato-
zoides humains sont nombreuses et souvent
spécifiques du centre d’andrologie qui les
pratique. Nous ne faisons pas ici 'inventaire
de toutes ces techniques mais reprenons les
principales, le lavage-centrifugation, les
méthodes de filtration («SpermPrep»), la
migration ascendante ainsi que les gradients
de densité avec des solutions colloidales
(«Percoll», «PureSperm» et «Isolate») ou avec
de nouvelles molécules iodées non colloidales
(«OptiPrep»). Nous tentons de faire une syn-
theése de la littérature afin de dégager des
méthodologies standardisées par technique
et nous discutons les avantages et les incon-
vénients de chacune d’elle. La France étant
un pays ou les milieux utilisés pour une assis-
tance médicale a la procréation doivent avoir
été agréés d’un point de vue microbiologique,
certains milieux décrits ici («Percoll») n’ont
pas recu cet agrément et ne doivent pas étre
utilisés en thérapeutique alors qu’un usage
diagnostique est possible.

Certaines anomalies du sperme nécessitent
un type de préparation particuliere. Nous
décrivons les techniques les plus consen-
suelles pour traiter les spermes avec anti-
corps anti-spermatozoides, avec présence de
leucocytes ou suspects d’infection, les
spermes hypervisqueux, ou encore le recueil
des spermatozoides dans D'urine quand il
existe une éjaculation rétrograde. Nous décri-
vons plus en détail une technique de prépa-
ration des spermes cryoconservés en s’inspi-
rant des résultats de recherches fondamen-

tales sur la congélation-décongélation des
gametes males humains.

Enfin, nous proposons une conduite a tenir
pour le choix d’une technique d’AMP a propo-
ser i un couple en tenant compte des caracté-
ristiques du sperme, du résultat du test de
sélection spermatique ainsi que de la survie
des gametes.

Mots clés : Sperme humain, préparation du sper-
me, test de migration survie, gradients de densité,
Percoll, migration ascendante.

I. INTRODUCTION

Le traitement du sperme in vitro en vue d’'une
Assistance Médicale a la Procréation (AMP) a
pour but de sélectionner des spermatozoides
mobiles a morphologie normale, d’éliminer le
plasma séminal, les débris cellulaires, les cel-
lules (telles que les leucocytes) ainsi que les
spermatozoides morts et dans une certaine
mesure d’amorcer la capacitation. Cette sélec-
tion se fait naturellement dans les voies géni-
tales féminines, aboutissant a la présence sur
le site de la fécondation de spermatozoides
susceptibles d’étre les plus fécondants de 'éja-
culat. La préparation du sperme in vitro essaie
de reproduire cette action mais les moyens uti-
lisés peuvent avoir des effets secondaires délé-
teéres sur les spermatozoides et ce d’autant
plus que le sperme sera initialement altéré. La
méthode de séparation du sperme choisie sera
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donc un compromis entre le rendement de la
sélection et un minimum d’effets secondaires.
Le résultat obtenu permettra d’orienter vers
un type ’'AMP : insémination intra utérine,
fécondation in vitro conventionnelle ou avec
micromanipulation.

II. CHOIX DES MILIEUX UTILISES
EN AMP

Les techniques mises en ceuvre doivent
répondre a des criteres d’'innocuité et de rende-
ment ; si certains réactifs et milieux peuvent
étre utilisés au cours de tests de sélection a
objectif diagnostic, ils ne peuvent en revanche
faire l'objet d'un emploi & usage thérapeutique
chez 'homme. Les conditions d’utilisation sont
précisées par les fabricants et par la Direction
Générale de la Santé (DGS) qui diffuse régu-
lierement les avis du groupe d’experts de sécu-
rité microbiologique pour les milieux utilisés
en AMP contenant des dérivés humains ou ani-
maux.

Les techniques et milieux utilisés pour la pré-
paration du sperme sont habituellement éva-
lués sur des critéres de rendement et de mobi-
lité des gametes. Cependant, d’autres fonctions
du spermatozoide peuvent subir les consé-
quences de ces manipulations en particulier au
niveau membranaire. Par exemple, certains
milieux utilisés en FIV peuvent exposer les
spermatozoides a des peroxydations membra-
naires [32]. De méme la présence ’HEPES
dans les milieux de préparation du sperme
n’est peut étre pas souhaitable. En effet,
I'HEPES est connu pour diminuer 'incorpora-
tion cellulaire de molécules nécessaires a la
syntheése glycoprotéique. Le spermatozoide
étant une cellule hautement différenciée et
mature, 'incorporation de ces molécules n’est
peut étre pas un handicap pour le spermato-
zoide. Par contre, THEPES modifie le potentiel
des membranes cellulaires, bloque certains
canaux chlore, affecte les systémes de trans-
port transmembranaires de molécules, interfe-
re avec le calcium ionisé, favorise la genése de
radicaux libres et peut inhiber l'utilisation de
certains acides aminés par la cellule [6, 12, 20,
22,43, 47, 64, 69, 79]. Tous ces résultats expé-
rimentaux ont été obtenus sur d’autres types
cellulaires que les spermatozoides mais l'usage

de 'HEPES pourrait potentiellement pertur-
ber la déstabilisation membranaire sperma-
tique, le déclenchement de la réaction acroso-
mique et donc la fécondance des gamétes
males. Méme si ce composant est utilisé depuis
de nombreuses années, une évaluation de ses
effets spermatiques s’impose a nous.

III. LAVAGE-CENTRIFUGATION DE
SPERMATOZOIDES NON SELEC-
TIONNES

Cette technique tres simple consiste a diluer le
sperme dans un milieu adéquat et de le centri-
fuger pendant 10 minutes a 300 ou 600g sui-
vant les auteurs. Sauf cas particuliers tels que
les oligoasthénozoospermies tres séveres [25],
cette méthode est & proscrire car elle permet
seulement d’éliminer le plasma séminal et
expose les spermatozoides “ normaux ” aux
peroxydations membranaires générées par les
leucocytes et les spermatozoides déficients [1,
2, 3, 4]. De plus, la centrifugation par elle-
méme a des effets néfastes particulierement
nets a partir de 600 g [7, 40, 44, 54].

IV.METHODES DE FILTRATION ET
D’ADHERENCE

La filtration sur laine de verre décrite en 1977
par Paulson et Polakoski [60] repose sur le
principe de I'adhésion au verre des spermato-
zoides morts et des débris cellulaires. Cette
technique a fait l'objet de quelques publica-
tions dans son emploi en AMP [76] et plus
récemment Van der Bergh et coll. [75] 'ont uti-
lisée avec succes dans la préparation du sper-
me avant injection intracytoplasmique de sper-
matozoide (ICSI). Une étude récente [71] lui
reconnait des avantages supérieurs a la centri-
fugation sur gradient de Percoll, ce qui va a
I'encontre des observations de Sherman et coll.
[68]; ces auteurs avaient décrit des 1ésions de
la membrane plasmique de la téte du sperma-
tozoide ainsi que des anomalies de 'acrosome
probablement imputables a la filtration sur
laine de verre d’ou I'abandon de cette tech-
nique jusqu'a une date récente. La filtration
sur billes de verre [13, 23, 24] ne semble guere
avoir emporté la conviction des différentes
équipes 'ayant testée.
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La filtration sur colonne Sephadex
(«SpermPrep») est utilisée par quelques
équipes qui lui trouvent une équivalence en
termes d’efficacité par rapport a la centrifuga-
tion sur gradient de Percoll mais avec une plus
grande rapidité d’exécution [18, 70, 80]. Une
réserve doit cependant étre émise pour 'usage
en clinique en raison du roéle délétere observé
sur la fécondation in vitro et le développement
des embryons de souris incubés dans le milieu
recueilli aprés rincage de la colonne de filtra-
tion [67]; d’autre part, un effet négatif sur la
mobilité des spermatozoides était observé.
Méme si ce milieu de ringage de la colonne
n’est pas utilisé pour la préparation du sper-
me, on ne peut exclure la persistance de fac-
teurs déléteres a 'état de traces dans le sup-
port de filtration.

V. MIGRATION ASCENDANTE.

La migration ascendante peut s’effectuer a
partir du sperme ou a partir d’'un culot de
spermatozoides obtenus aprés un ou deux
lavages centrifugation.

La migration ascendante a partir du sperme
consiste a déposer le sperme sous le milieu de
migration et a laisser migrer les spermato-
zoides pendant une heure & 37°C. L'utilisation
de plusieurs tubes pour augmenter l'interface
sperme-milieu permet d’améliorer le rende-
ment de la technique [16, 26]. Cette méthode
est supérieure a la migration a partir d'un
culot de spermatozoides en terme de concen-
tration en spermatozoides mobiles progressifs
a morphologie normale en particulier pour le
pourcentage d’acrosomes normaux [39]. Dans
le cadre d’'une F1V, il sera nécessaire de réali-
ser un lavage-centrifugation des spermato-
zoides recueillis avec le milieu de migration
qui risquent d’entrainer avec eux un film de
plasma séminal qui pourrait avoir un effet
négatif sur la fécondation par la présence de
facteurs décapacitants [42].

La migration des spermatozoides apres
lavage-centrifugation est utilisée depuis
longtemps en FIV [48] et s’est largement
répandue. Apres la centrifugation, le surna-
geant est éliminé et 1 ml de milieu approprié
est déposé au-dessus du culot spermatique. La

durée de la migration est de 30 minutes a une
heure selon la qualité du sperme, la migration
peut étre faite 4 température ambiante ou
mieux & 37°C dans une atmospheére contenant
5 % de C02. La partie du milieu de migration
la plus éloignée du culot est celle qui est récu-
pérée de préférence a la partie la plus proche
du culot que I'on peut étre amené a utiliser si
le nombre de spermatozoides récupérés dans la
partie supérieure est trop faible. Russel et
Rogers [66] ont proposé de remettre en sus-
pension dans un faible volume de milieu (0,2 -
0,3 ml) le culot obtenu apres lavage et de dépo-
ser ce mélange au fond d'un tube contenant 2
ml de milieu. La remise en suspension des
spermatozoides apreés centrifugation permet-
trait aux gameétes mobiles de s’extraire plus
facilement du culot pour migrer, en particulier
en cas d’asthénozoospermie, alors que les
gamétes immobiles sédimentent; afin d’aug-
menter linterface spermatozoides milieu de
migration, le tube est incliné & 30-60 degrés et
les conditions de temps et d’environnement
sont les mémes que pour la méthode de migra-
tion décrite précédemment. Quelle que soit la
variante utilisée, la migration ascendante
apres lavage-centrifugation expose les sperma-
tozoides aux dommages liés a la centrifugation
et aux peroxydations membranaires [2, 3, 7].

En outre, ces techniques ont un faible rende-
ment, ce qui est un inconvénient en cas d’oligo
et/ou asthénozoospermie ; Tea et coll. [73] ont
décrit une méthode dite de migration sédimen-
tation pour améliorer le rendement en cas de
spermes déficients. Cependant, les techniques
de centrifugation en gradient de densité lui
sont préférées actuellement dans de telles
situations.

VI. LES GRADIENTS DE DENSITE.

Divers composés ont été utilisés pour la consti-
tution des gradients de densité. A l’heure
actuelle sont employés la silice colloidale et le
iodixanol. Le «Percoll» (Pharmacia-Sigma) est
constitué de silice colloidale recouverte de
polyvinylpyrrolidone [61, 62] Son usage doit
étre strictement limité aux tests de migration-
survie (TMS) a visée diagnostique car certains
lots peuvent contenir des quantités non négli-
geables d’endotoxines. En vue d’AMP, le
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«PURESPERM~» (NidaCon, Goteborg, Sueéde)
ou «<'ISOLATE» (Irvine Scientific, Santa Ana,
CA, USA), qui sont également des solutions de
silice colloidale recouverte de silane et agréés
pour un usage humain, doivent étre utilisés.
Les résultats obtenus avec ces deux produits
sont comparables a ceux du «Percoll» [14, 19].

Appliquée aux spermatozoides humains pour
la premiere fois en 1981 par Gorus et Pipeleers
[34], 1a préparation sur gradient de Percoll en
vue ’AMP a connu un grand développement
avant que son usage n’en soit restreint. Des
simplifications [9, 29] ont été apportées a la
méthode initiale (emploi d'un gradient discon-
tinu & 6 densités) et plusieurs auteurs propo-
serent des gradients simplifiés a 2 ou 3 phases
de densités différentes (27, 53, 57, 63]. Cette
simplification apparaissait bénéfique dans les
oligoasthénozoospermies sans rien faire perdre
des avantages de la technique originelle du
«Percoll» a 6 couches [52]:

- le plasma séminal et les cellules autres que
les spermatozoides sont retenus dans les
parties hautes du gradient (faible densité),

- les spermatozoides morts ou a mobilité défi-
ciente sont retrouvés dans ces mémes frac-
tions de faible densité.

- dans les fractions de forte densité sont
concentrés les spermatozoides les plus
mobiles, avec de trés bonnes caractéristiques
morphologiques et présentant une bonne
maturité nucléaire avec une fécondance
supérieure aux spermatozoides sélectionnés
par migration ascendante [5, 9, 10, 17, 45,
46, 65, 72]. Tres récemment [19], une étude
a soulevé I'hypothése de lésions membra-
naires liées au Percoll et un autre travail
[71] a décrit des anomalies de 'acrosome et
du flagelle plus fréquentes apres Percoll
qu'apres filtration sur laine de verre. Ces
publications vont & I’encontre des données
généralement admises.

La technique de centrifugation sur gradient la
plus employée actuellement consiste a utiliser
un gradient a 2 densités (45 et 90 % - pourcen-
tages définis par rapport a la solution mere
isoosmotique dite 100 %) et a centrifuger le
sperme déposé au dessus du gradient, a 300 g
pendant 20 minutes [52, 54]. Le lavage-centri-

fugation de la fraction de haute densité conte-
nant les spermatozoides les plus mobiles est
simple ou double suivant les auteurs et les
vitesses et temps de centrifugation sont
variables (de 150 g a 600 g et de 5 a 10
minutes); il semble préférable de ne pas aller
au-dela de 400 g pour limiter les effets délé-
teres de la centrifugation sans descendre en
dessous de 300 g pour ne pas perdre en effica-
cité [51].

Il a été proposé diverses améliorations pour les
oligoasthénozoospermies parmi lesquelles le
recours a des gradients hyperosmotiques [15,
77] mais leur pratique ne s’est pas répandue.

VII. GRADIENTS DE IODIXANOL

Le Percoll étant maintenant déconseillé pour un
usage thérapeutique chez ’humain, le recours a
des nouvelles techniques de préparation des
spermatozoides s’est avéré indispensable.
Hormis les nouvelles solutions de silice colloida-
le  commercialisées sous l’appellation
«PureSperm» et «Isolate» qui remplacent le
«Percoll» en AMP, de nouvelles molécules sont
proposées. Des molécules iodées classiquement
utilisées comme produits de contraste radiolo-
gique peuvent trouver leur place en AMP pour
confectionner des gradients de densité. Le
metrizamide, le iohexol (Nycodenz) et le iodixa-
nol qui est un dimere de Nycodenz (Optiprep®),
sont des molécules a forte densité candidates
pour une utilisation en AMP [30, 36].

Au cours de la centrifugation d'un gradient de
densités, les spermatozoides migrent pour s’ar-
réter a I'endroit ot1 le milieu qui les entoure est
de la méme densité que les spermatozoides: on
dit que la centrifugation des spermatozoides
est isopycnique. Dans le cas des gradients de
silice colloidale («Percoll»), la phase de plus
forte densité est d'une densité (1,10 g/ml) infé-
rieure a celle des spermatozoides qui est en
moyenne de 1,12 g/ml [58], il y a donc culotta-
ge des cellules. Méme les forces de centrifuga-
tion les plus élevées sont incapables d’entrai-
ner les spermatozoides au-dela de leur point
d’équilibre de densité avec le milieu qu'’ils tra-
versent. C’est ce principe de centrifugation qui
a été repris pour la confection des gradients
d’»Optiprep».
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Le sperme entier est mélangé avec la solution
a 100 % d’»Optiprep» préte a 'emploi (1vol./1,2
vol.). Cette suspension spermatique d’'une den-
sité de 1,32 g/ml est déposée au fond d’'un tube
conique et recouverte par deux fractions de 2
ml chacune de solutions d’»Optiprep» a 51 %
(densité 1,17g/ml) et a 26 % (densité 1,09 g/ml).
La centrifugation de 20 minutes a 300 x g per-
met d’observer les spermatozoides sélectionnés
sous la forme d’'un anneau cellulaire a I'inter-
face des deux phases 51 % et 26 %. Les sper-
matozoides sélectionnés (densité 1,12 g/ml) ne
peuvent pas pénétrer la phase a 26 % de den-
sité trop faible (1,09 g/ml).

Une caractéristique originale de la solution
d’»Optiprep» est qu’elle pénetre les cellules aux
membranes altérées, ce qui par définition la
différencie d'une solution colloidale. Les cel-
lules altérées, spermatozoides et leucocytes ne
seront donc pas retrouvées dans la sélection
mais resteront dans le fond du tube car péné-
trées par la solution d’Optiprep a 100 % de
densité forte.

La densité d’'un spermatozoide est représentée
par sa téte, le flagelle n’influant quasiment pas
sur la densité de la cellule. Pendant la matu-
ration testiculaire et épididymaire des sperma-
tozoides, ils acquiérent leur mobilité et leur
capacité fécondante en méme temps qu’aug-
mente leur densité nucléaire. Avec des gra-
dients de densité comme le Percoll, on sélec-
tionne des spermatozoides ayant peu d’anoma-
lies céphaliques et ayant une bonne condensa-
tion nucléaire [74] ce qui est corrélé avec une
bonne fécondance des spermatozoides in vitro
[9, 15, 72, 74]. Quand il s’agit des spermato-
zoides sélectionnés sur gradient d’»Optiprep»,
les gameétes ayant la meilleure condensation
nucléaire sont également sélectionnés mais
I'intégrité de leur membrane est indispensable.

La technique de sélection par «Optiprep»
donne un rendement non significativement
plus faible que les gradients de solution colloi-
dale [19] mais montrera peut étre une supério-
rité en terme de fécondance des spermato-
zoides aux membranes intactes sélectionnés.
Cette technique mérite d’étre évaluée plus pré-
cisément.

VIII. QUELLE TECHNIQUE UTILISER ?

SPERME NORMAL

Lorsque le sperme est normal selon les critéeres
OMS [56], la migration ascendante peut étre
utilisée pour préparer les spermatozoides en
vue d’'une IIU ou d’'une FIV classique ou avec
micromanipulation (ICSI).

ANOMALIES NON SPECIFIQUES DU SPERME

En revanche, la présence d’'une oligo et /ou
asthénozoospermie impose le recours au gra-
dient de densité pour obtenir un nombre suffi-
sant de spermatozoides mobiles a inséminer in
utéro (IIU) ou in vitro (FIV).

Dans les oligoasthénotératozoospermies tres
séveres, les gradients de densité peuvent étre
utiles mais le lavage simple peut suffire pour
obtenir le nombre de spermatozoides nécessai-
re a la microinjection [25].

CAS PARTICULIERS :
- Autoimmunisation antispermatozoides

Lorsqu’il existe une auto-immunisation anti-
spermatozoides avec anticorps anti-spermato-
zoides (ACAS) fixés sur les gametes males
et/ou présents dans le plasma séminal, divers
moyens ont été proposés pour limiter leur effet
sur la fécondation. Pour que les ACAS présents
dans le plasma séminal ne viennent se fixer
sur les spermatozoides apres I’éjaculation pen-
dant le temps de la liquéfaction, I’éjaculat sera
recueilli dans 5 a 10 ml de milieu contenant de
I’albumine [55]. Immédiatement apres le
recueil, le sperme dilué dans le milieu sera
centrifugé pour éliminer le plasma séminal.
Cette technique permet de diminuer significa-
tivement le taux de spermatozoides porteurs
d’ACAS. D’autres auteurs affirment que l'incu-
bation du sperme avec du Test-Yolk buffer per-
met également d’éliminer une partie des ACAS
mais ces résultats restent a confirmer pour
valider la technique [37, 81]. Les spermes ainsi
préparés sont ensuite centrifugés sur un gra-
dient de densité.

- Présence de leucocytes.

Il est préférable d’avoir recours a la technique
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de centrifugation sur gradient afin d’éviter la
compaction des spermatozoides avec les leuco-
cytes dans le culot spermatique comme ce
serait le cas pour la technique de migration
ascendante. Des traitements in vitro a visée
antioxydante ont été proposés [8, 35, 38, 59],
mais leur emploi en pratique clinique n’a pas
encore été validé.

- Sperme hypervisqueux.

Certains spermes se liquéfient mal et posent
un probléme pour la mise en route de leur pré-
paration. La méthode la moins agressive
consiste a diluer le sperme puis a 'aspirer et le
refouler plusieurs fois a 'aide d’'une pipette
Pasteur. Le passage forcé a travers une
aiguille montée sur une seringue ou l'utilisa-
tion d’enzymes sont a proscrire car non dénués
d’innocuité pour les spermatozoides. En parti-
culier, les enzymes pourraient avoir une action
mal contr6lée sur des protéines membranaires
spermatiques et leur origine le plus souvent
animale pose un probleme de sécurité micro-
biologique.

-Ejaculation rétrograde.

Le pH urinaire est habituellement acide est
par conséquent délétere pour les spermato-
zoides [21, 50]. De maniére a alcaliniser les
urines, il est demandé au patient de prendre
une cuillere a café de bicarbonate de soude la
veille et le matin du recueil du sperme. Deux
heures avant le prélevement de sperme, le
patient doit boire un litre d’eau plate en évi-
tant les eaux minérales et ne pas uriner jus-
qu'au prélevement. Il est parfois possible de
rétablir le caractere antérograde de 1’éjacula-
tion [21] en demandant au patient de pratiquer
une masturbation debout vessie pleine. En cas
d’échec il faudra alors traiter rapidement les
urines recueillies immédiatement aprés mas-
turbation. Losmolarité de 'urine sera contré-
lée car un choc hypoosmotique peut altérer
gravement la mobilité des gametes. Apres
lavage-centrifugation des urines, le culot est
remis en suspension dans un milieu approprié
et centrifugé sur un gradient de densité [41].

- Spermes infectés.

L'infection du sperme est une contre-indication
a 'AMP. Cependant le sperme contient fré-

quemment des germes commensaux voire des
pathogénes mais en faible quantité qu’il
conviendra d’éliminer. La centrifugation sur
gradient de «Percoll» [11, 29, 63] et la migra-
tion ascendante [28, 78] permettent le plus
souvent d’éliminer les bactéries mais peuvent
étre prises en défaut pour E. Coli et les entéro-
coques [33]. Par contre, les gradients de
«Percoll» laissent passer les levures de type
Candida Albicans [49).

- Spermes cryoconservés

La préparation des spermes cryoconservés
nécessite quelques particularités. En effet,
avant congélation le sperme est mélangé avec
un milieu cryoprotecteur ayant une osmolarité
tres forte. L'objectif de la préparation des sper-
matozoides sera de restaurer au mieux la
mobilité des gametes apreés décongélation et
pour cela il sera nécessaire de débarrasser len-
tement les spermatozoides du milieu cryopro-
tecteur. Plusieurs techniques de préparation
des spermatozoides congelés sont utilisées
mais une seule a été tres précisément évaluée
par I'équipe de JK Critser [31] et permet de
préserver au mieux la mobilité des gametes.

La préparation des spermes cryoconservés
commence par I'étape de décongélation rapide
de la paillette en la sortant de 'azote liquide et
en la gardant dans la main (proche de 37°C)
jusqu’a la liquéfaction de son contenu. La tech-
nique de décongélation en immergeant la
paillette dans un bain marie est a proscrire
sauf en cas de paillettes complétement scel-
lées, dites de haute sécurité.

Avant congélation, le sperme a été dilué volu-
me a volume avec du milieu cryoprotecteur
trées hyperosmolaire, il est donc nécessaire
aprés décongélation et avant de sélectionner
les spermatozoides de faire redescendre l'os-
molarité dans des valeurs proches de celles du
plasma, 300 mOsm. C’est cette étape qui condi-
tionnera la bonne restauration de la mobilité
spermatique [31].

Pour cela, le contenu d’une paillette de sperme
est dilué trés progressivement avec un méme
volume de milieu aux alentours de 300 mOsm.
Pour une paillette d’un volume de 200nl, 8 fois
25nl de milieu seront additionnés au contenu
de la paillette séquentiellement toutes les
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minutes. Ensuite, cette suspension sperma-
tique est déposée sur un gradient de densité et
traitée classiquement.

XI. ORIENTATION THERAPEUTIQUE
EN AMP.

Le choix de la technique d’AMP prend en
compte les facteurs féminins d’infertilité. Par
exemple, ’'absence de trompes chez une femme
est bien slr une contre-indication a la réalisa-
tion d’TA. Le nombre de spermatozoides qu’il
est possible d’obtenir a partir du sperme est
également treés important dans le choix de la
technique d’AMP a proposer. C’est pourquoi, il
semblerait totalement illogique de proposer un
acte thérapeutique a un couple pour lequel une
évaluation préalable du sperme dans le cadre
d’'un test de sélection-survie n’aurait pas été
réalisé. D’autres part, les IA sont a proposer en
priorité méme si la qualité du sperme est
médiocre mais que le Test de Migration-Survie
(TMS) permet d’obtenir un million de sperma-
tozoides sélectionnés. Dans ce cas, la réalisa-
tion de 6 TA est importante a respecter puisque
nécessaire a donner toutes ses chances de gros-
sesse au couple notamment en cas d’altéra-
tions non spécifiques des caractéristiques du
sperme.

La décision de la meilleure thérapeutique a
proposer au couple sera donc prise en fonction
du nombre total de spermatozoides mobiles
recueillis dans la préparation du sperme en
tenant compte du pourcentage de formes
typiques. En effet, en cas de tératozoospermie
majeure la fécondance spermatique ne pour-
rait pas correctement s’exprimer et il ne serait
pas logique de proposer des inséminations
intra-utérines si a cette tératozoospermie
s’ajoutait un nombre de spermatozoides insé-
minés tres faible.

Le TMS réalisé avant une AMP comprend en
plus de I'étape de sélection, une évaluation de
la survie des spermatozoides a 2 h., 4 h. et 24
h. apres préparation. Cette survie est estimée
sur la mobilité des gametes aux différents
temps. L’absence de survie au temps 4 h com-
promet les chances de fécondation en FIV clas-
sique et orientera plutét vers 'ICSI. La survie
a 24 heures pose cependant des problemes de

standardisation. Il semble nécessaire d’ajuster
la concentration spermatique et d’estimer la
survie dans un milieu a la composition bien
définie. Actuellement, ces éléments de stan-
dardisation n’existent pas.

En ce qui concerne le nombre de spermato-
zoides mobiles sélectionnés au TMS, les
chiffres suivants sont donnés a titre d’ordre de
grandeur car chaque dossier doit étre apprécié
au cas par cas.

Lorsque la préparation d’'un éjaculat contient
au moins 1 x 106 spermatozoides mobiles pro-
gressifs (mobilité de type “ a ” et “ b ” selon
POMS) [56] les inséminations intra-utérines
peuvent étre proposées. Un nombre de sper-
matozoides inférieur doit faire recourir au
cumul de deux éjaculats recueillis & une heure
d’intervalle. L'objectif pour les IA est de ne pas
descendre en dessous de 0,5 x 106 spermato-
zoides mobiles inséminés.

La FIV classique nécessite le recueil d’au
moins 0,5 x 106 de spermatozoides mobiles et
entre 0,2 et 0,5 x 106 spermatozoides il sera
nécessaire de recourir a la technique de FIV en
microgouttes qui permet de n’inséminer que 5
000 a 10 000 spermatozoides par ovocyte.

Enfin, 'ICSI demeure la seule possibilité thé-
rapeutique lorsque moins de 0,2 X 106 sper-
matozoides mobiles sont récupérés ou qu'une
tératozoospermie majeure est observée.

X. CONCLUSION

La mise en ceuvre d'une AMP nécessite la réa-
lisation préalable d’'un test de migration
survie ainsi que le précise le texte du “Guide
de Bonnes Pratiques de I'AMP” (J.O. du
28.02.99). Ce test permettra de déterminer la
meilleure méthode de préparation des sperma-
tozoides pour le patient concerné et condition-
nera le choix d'une AMP. Bien sir, ce choix ne
reposant pas uniquement sur le résultat du
test de migration-survie, d’autres investiga-
tions diagnostiques peuvent s’envisager.

Deux méthodes principales sont actuellement
utilisées : la migration ascendante et la centri-
fugation sur gradient de silice colloidale. Les
biologistes doivent rester vigilants sur 'emploi
de certains produits et il est recommandé d’uti-
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liser des milieux préts a 'emploi et agréés pour
un usage humain. De méme, il faut éviter toute
supplémentation des milieux commercialisés
par des molécules dont I'effet n’a pas été préa-
lablement validé par une expérimentation.

ABSTRACT

Selection Procedures of spermatozoa before
assisted reproductive
technologies

C.MATHIEU, H.LUCAS

There are many procedures to select sperma-
tozoa but those procedures are often specific
of each andrology centre. This review that is
not an exhaustive review of the numerous
methods published is rather devoided to
focus on the main techniques, the sperm
washing, the filtration methods
(«SpermPrep»), the swim-up, and the disconti-
nuous density gradients with colloidal solu-
tions («Percoll», PureSperm“ and «Isolate»)
including iodinated organic molecule as
«OptiPrep». The first part presents a synthe-
sis of literature in order to bring out standar-
dized procedures, and a summary of the
advantages and disadvantages of each step of
these procedures.

Some specific anomalies of sperm need parti-
cular treatments. There is a consensus on the
validated techniques to prepare semen
samples in the presence of antisperm antibo-
dies, leukocytes, bacterial contaminants, and
also semen samples exhibiting hyperviscosity
or in case of retrograde ejaculation. Cryopre-
served sperm preparation is also described
with references to experimental results in
freezing-thawing human spermatozoa. The
second part proposes guidelines for the the-
rapeutic choice of the appropriate assisted
reproductive technologies (i.e : intra uterine
artificial insemination, in vitro fertilization
or intracytoplasmic sperm injection) accor-
ding to semen parameters, and to the outcome
of sperm selection and survival.

Key-words : Human semen, sperm preparation,
swim-up, density gradients, Percoll, filtration
methods.
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