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RESUME

L’exploration du sperme pathologique
en vue d’'une AMP y compris ICSI repo-
se sur des critéres essentiellement sub-
jectifs et nécessite un apprentissage
prolongé et une mise a niveau régulie-
re. Actuellement, aucune technique
d’analyse automatique ou méthode
nouvelle n’a supplanté les explorations
conventionnelles telles que le spermo-
gramme, spermocytogramme, le test
post coital, et le test de préparation du
sperme in vitro au plan diagnostic que
pronostic. L’efficacité des différentes
techniques de préparation du sperme
pour une AMP a permis d’une part
d’augmenter le nombre des spermato-
zoides mobiles, et d’autre part d’in-
fluencer la solution thérapeutique
dans le traitement de Pinfertilité du
couple. Mais a I'heure de I'ICSI, la plu-
part de ces techniques qui évaluent
I’état fonctionnel de la cellule sperma-
tique ne sont pas pour autant prédic-
tives et seule la fécondation par la FIV
ou par ICSI reste un moyen diagnos-
tique fiable pour apprécier la capacité
fécondante d'un sperme.

Mots Clés : Spermatogramme, spermatozoide
humain, tests de fécondance.

INTRODUCTION

La réalisation d'un spermogramme, est un
des premiers examens de l'exploration de la
fertilité du couple. Le spermogramme est
informatif lorsque interprété dans le plus
large contexte de 1'histoire du patient et de
son dossier clinique. Une analyse du sper-
me ne peut pas étre définie simplement
comme normale ou anormale [1]. Il est
important pour le clinicien de connaitre les
signes cytologiques révélateurs d'une dys-
fonction testiculaire pour tenter une éva-
luation approximative de la fertilité mas-
culine.

Les critéres de normalité des parametres
d’un sperme ont été définis par 'OMS a
plusieurs reprises, la derniere évaluation
datant de 1992 : on considére qu’il existe
une oligzoospermie si la numération est < a
20 x106/ml, une asthénozoospermie §’il y a
moins de 50% de spermatozoides mobiles,
et une tératozoospermie si le pourcentage
d’anomalies morphologiques (spermocyto-
gramme) > a 30%.

Quelle attitude pratique doit adopter le
praticien devant des troubles du nombre, de
la mobilité, de la forme des spermatozoides
constatés lors de la réalisation du spermo-
gramme et quels sont les examens complé-
mentaires 4 demander avant d’orienter le
couple vers I'TAC, la FIV ou I'lCSI ?
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ANOMALIES DU NOMBRE DES
SPERMATOZOIDES

1. L'azoospermie

L'azoospermie se définit comme l'absence
de spermatozoides lors de la réalisation
d'au moins trois spermogrammes pratiqués
dans des conditions optimales : ce diagnos-
tic ne peut étre affirmé que si on examine
avec attention le culot de centrifugation
avant et aprés coloration pour infirmer la
présence de spermatozoides. Il faut étre
tres prudent dans le diagnostic définitif de
l'azoospermie, car un phénoméne infectieux
sévere peut entrainer une azoospermie
réversible. Il faudra aussi éliminer les ano-
malies de 1'éjaculation, les anéjaculations
ou les éjaculations incomplétes ou tout sim-
plement des éjaculations rétrogrades. Un
petit volume de sperme doit & ce moment la
alerter le clinicien et une recherche de sper-
matozoides dans les urines systématique-
ment entreprise.

La recherche de l'origine excrétoire ou
sécrétoire de cette azoospermie s'appuie sur
plusieurs parameétres, mais ne peut étre
envisagée qu'aprés un examen clinique soi-
gneux: si ni l'interrogatoire, ni l'examen cli-
nique ne fournissent d'indice étiologique et
si le spermogramme ne montre pas de cel-
lules de la lignée germinale, 1'azoospermie
sera plus volontiers en faveur d'une cause
obstructive.

Les dosages plasmatiques de FSH peuvent
nous éclairer : le taux de FSH est le plus
souvent augmenté en cas d'azoospermie
sécrétoire et semble normal lorsque la
lignée germinale est conservée. Mais les
azoospermies normogonadotrophiques nous
posent de réels problemes étiologiques car il
existe des azoospermies sécrétoires & FSH
normale [2].

Les dosages des marqueurs séminaux dans
I'éjaculat nous permettront dans certains
cas d'affirmer l'origine d'une azoospermie.
Ceux-ci sont normaux dans les azoosper-

mies sécrétoires et pourront étre perturbés
en cas d'obstruction du tractus génital. Plu-
sieurs marqueurs sont utilisés : la L-carni-
tine et l'a-glucosidase (épididyme), le fruc-
tose (vésicules séminales), le citrate, le zinc
ou les phosphatases acides (prostate).

Une obstruction épididymaire va se carac-
tériser par un taux de carnitine abaissé
dans le liquide séminal. Mais le taux de
carnitine dépend du niveau de 1'obstruction
car si l'obstruction est haut placée, il sera
normal. Les marqueurs de vésicules sémi-
nales et de la prostate permettent de locali-
ser l'occlusion sur le tractus génital et
d'établir ainsi une cartographie fonctionnel-
le du tractus maéle [3]. L'agénésie vésiculo-
déférentielle et/ou 1'obstruction des canaux
éjaculateurs se caractérisent par un volume
spermatique réduit, un pH spermatique
acide et par une chute du taux de carnitine,
de fructose et un taux élevé des phospha-
tases acides montre la participation prédo-
minante de la prostate. Cette situation est
en dehors de tout recours chirurgical alors
que lors d'une obstruction épididymaire,
une anastomose épididymo-déférentielle
peut étre tentée avant de proposer I'ICSI.

L'OLIGOZOOSPERMIE

L'oligozoospermie se définit par une dimi-
nution du nombre de spermatozoides dans
I'éjaculat (240 x 106/éjaculat). C'est le cas le
plus fréquent de l'infertilité masculine. Les
oligozoospermies inférieures a 1 million
peuvent étre rattachées aux azoospermies
et explorées de la méme facon que celles-ci.
L'oligozoospermie est rarement isolée et
souvent associée avec une asthéno et/ou
une tératozoospermie. Cette oligozoosper-
mie peut avoir plusieurs étiologies :

® origine testiculaire sécrétoire ou excrétoi-
re (obstruction unilatérale sur le trac-
tus),

* un probleme d'éjaculation (incompléte ou
rétrograde),
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* la présence de bactéries, d'infection ou
d'inflammation du tractus accompagnée
ou non de leucospermie, et

* la présence d'auto-anticorps dans le plas-
ma séminal.

Cette oligozoospermie n'est pas un obstacle
majeur a l'expression du pouvoir fécondant
du sperme, il a été montré que au dela de 5
millions/ml de spermatozoides, la concen-
tration n'intervenait plus sur le délai d'ob-
tention de la grossesse [4]. En cas d'oligoas-
thénozoospermie, 'appréciation de la fécon-
dance du sperme est évaluée en fonction du
taux de fécondation.

TROUBLES DE LA MOBILITE

L'asthénozoospermie se caractérise par une
chute de la mobilité des spermatozoides.
Une mobilité est considérée comme norma-
le au dela de 50 %. Elle est primaire si la
chute de mobilité intervient dés la premiére
heure ou secondaire si c'est 4 heures apres
I'émission du sperme. Comme pour 1'oligo-
zoospermie, le diagnostic étiologique est
difficile. Il faut prendre soin d'évaluer le
pourcentage de nécrozoospermie de fagon a
éliminer une absence de mobilité due a une
absence de vitalité des spermatozoides. Il
existe des cas ou l'asthénozoospermie est
totale [5]. Dans les cas d'asthénozoospermie
plus ou moins importante, on peut évoquer
plusieurs étiologies :

¢ un phénomeéne infectieux et/ou une
absence de fructose,

¢ 'auto-immunisation par anticorps,

* une dyskynésie flagellaire c'est-a-dire une
anomalie des structures flagellaires de
I'axonéme ou des structures péri-axoné-
males mise en évidence par 'étude ultra-
structurale du flagelle du spermatozoide,
et,

* une anomalie de plasma séminal, notam-
ment une hyperviscosité due a des
troubles de la liquéfaction.

ANOMALIES MORPHOLOGIQUES
DES SPERMATOZOIDES

Dans les années 50 les études de Mac Leod
ont montré l'importance de la morphologie
dans 1'évaluation de l'infertilité. Les sper-
matozoides humains présentent un fort
pourcentage d'anomalies morphologiques
ce qui les différencie de toutes les autres
espéces. Un sperme est considéré comme
“normal” si il posséde 30 % de spermato-
zoides de morphologie normale. Cette
étude morphologique a été codifiée et quan-
tifiée et la plupart des laboratoires utili-
sent la classification soit de David [6} qui
tient compte des polymalformations des
spermatozoides, soit de Kruger. I’AMP
met en évidence l'importance du % de
formes normales dans 1'éjaculat, 'étude de
Feneux et al a démontré que le 10& percen-
tile d'hommes féconds se situait 4 32 % de
formes normales [4]. Il semble exister une
certaine constance du profil tératozoosper-
mique chez le méme individu pouvant lais-
ser supposer l'existence d'un rapport entre
certaines perturbations morphologiques et
certaines étiologies. L'établissement du
profil tératozoospermique d'un patient
nécessite la réalisation de 3 ou 4 spermocy-
togrammes dans le méme centre de réfé-
rence a trois mois d'intervalle. Si l'inter-
prétation de la tératozoospermie, telle que
la microcéphalie totale ou la présence de
flagelles courts pose moins de problemes,
en revanche il n'en est pas de méme lors-
qu'il s'agit d'anomalies de la téte le plus
souvent irréguliere. Il existe des relations
significatives entre la fréquence des ano-
malies de gameétes et les anomalies de cer-
tains tests fonctionnels : la mobilité, le test
de pénétration dans la glaire, le test de
fixation sur la zone pellucide de 1'ovocyte.
Le taux de clivage en FIV est nettement
plus faible en cas de tératozoospermie
séveére. La mobilité et la teratozoospermie
sont des facteurs déterminants dans l'ex-
pression finale du pouvoir fécondant du
sperme [7].
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L'INFECTION : LEUCOSPERMIE
ET/OU BACTERIOSPERMIE

La leucospermie peut &tre révélatrice soit
d’une infection infra-clinique potentielle-
ment a traiter soit des séquelles de celle-ci.
Une leucospermie ne peut étre prise en
compte que si une coloration différencielle
a la péroxydase a été effectuée (coloration
de Heintz). A partir de quelle concentration
peut on parler de leucospermie ? Selon les
auteurs la concentration seuil peut varier
de 103 a 106. Il semble toutefois qu'une
valeur supérieure a 105 soit considérée
comme pathologique [8]. Les leucocytes ont
surtout une valeur indicative. Leur présen-
ce doit faire soupgonner une infection mais
aussi un processus inflammatoire (lithiase
prostatique, séquelle d'infection, abstinence
trop longue).

Il faut envisager alors une spermoculture et
un ECBU du ler jet d'urine a la recherche
de germes. Selon les auteurs, les seuils de
positivité sont différents [9]. Certaines
infections sont plus ou moins latentes et ne
sont découvertes qu'au spermogramme.
L'infection est patente lorsque l'on trouve
103 germes par ml et certaine lorsque c'est
> 105,

Les infections sont elles réellement respon-
sables de stérilité ? Il semble que les
hommes infertiles possédent un pourcenta-
ge plus élevé de leucocytes dans le sperme.
Il a été prouvé que la présence de leuco-
cytes dans le sperme était délétere a la fois
pour le mouvement des gameétes et la péné-
tration des ovocytes. Il a aussi été décrit
quelques variations du spermogramme :
volume augmenté, pH > 8, numération
basse, des flagelles enroulés ainsi que des
modifications des parameétres biochimiques
du sperme. A l'heure actuelle aucune de ces
anomalies n'a pu étre reconnue comme
vraiment pathognomonique du phénomeéne
inflammatoire mais toute infection diagnos-
tiquée au spermogramme doit étre traitée
et il faudra effectuer un spermogramme de
contréle aprés traitement. Les hémosper-

mies (présence de sang dans le sperme)
sont souvent dues & des causes organiques
(malformations, infections, traumatismes).
Elles sont souvent idiopathiques (33 %) et
leur cause est généralement bénigne.

L'AUTOIMMUNISATION
ANTI-SPERMATOZOIDE

Les spermatozoides peuvent provoquer
dans certaines circonstances, la production
d'anticorps. Cette auto-immunisation peut
étre déclenchée par des processus trauma-
tiques ou infectieux des organes génitaux
ayant entrainé une réabsorption massive
de cet antigene habituellement isolé de la
circulation générale. Cependant, souvent
dans plus de 50 % des cas, il n'y a pas d'an-
técédent pathologique ni d'anomalie génita-
le et seule l'agglutination spontanée des
spermatozoides dans 1'éjaculat évoque cette
auto-immunisation.

La fréquence des anticorps dans les popu-
lations infertiles est de 3 &4 15 % selon les
études [10], mais, cette fréquence dépend
en grande partie a la fois du mode de
sélection des patients et des tests utilisés
et ainsi que de leur spécificité. Ces anti-
corps peuvent étre présents a la fois dans
le sang périphérique et/ou dans le tractus
génital. Ils sont dis a des immunoglobu-
lines de classe G, M et A. Chez I'homme,
dans le plasma séminal, les anticorps peu-
vent exister a 1'état libre dans le plasma
séminal soit a 1'état lié aux antigénes de
surface de la membrane du spermatozoi-
de. Les signes biologiques d'appel au
niveau du spermogramme seront 1'auto-
agglutination quelquefois associée & des
altérations de la mobilité et de la vitalité
[11, 12].

Quelques tests simples peuvent é&tre réali-
sés pour permettre ces dépistages. En rou-
tine, les tests les plus couramment utilisés
sont des tests d'agglutination en plaque qui
évaluent le taux d'anticorps présents dans
le plasma séminal ou le sérum du patient
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ainsi que les tests dits combinés nécessi-
tant soit l'apport de complément : tests
d'immobilisation et de cytotoxicité, soit
d’anticorps  anti-immunoglobulines
humaines qui sont soit marqués par un
corps fluorescent (ou par une enzyme
“Elisa“, ou fixés sur des microbilles de poly-
acrylamide (immunobilles) ou associés a
des particules de latex recouvertes d'anti-
corps “Mar-test”.

Le plus souvent c'est le Mar-test qui est
réalisé en premier au cours du spermo-
gramme en cas d'asthénospermie ou d'ag-
glutination spontanée, c'est le test de
dépistage le plus simple complété ensuite
par le test aux immunobilles qui va per-
mettre non seulement de localiser mais
aussi de quantifier la présence d'anticorps
sur la membrane des spermatozoides. Ces
deux tests sont les plus utilisés en clinique
grace a leur bonne spécificité et sensibilité
[13]. Ils sont plus indicatifs pour l'utilisa-
tion de AMP ultérieure que d'autres
dosages soit directs ou indirects dans le
plasma séminal ou dans le sérum peu cor-
rélés a la fertilité.

La présence d'anticorps entraine souvent
une asthénozoospermie associée quelque-
fois 2 une nécrozoospermie, mais surtout ils
interferent avec le transport transcervical
ou la migration des spermatozoides et/ou
compromettent l'interaction avec la zone
pellucide de l'ovocyte [14]. Le taux d'anti-
corps, leur classe (A > ), et leur localisa-
tion sur la membrane sont autant de fac-
teurs capables d'influer sur le niveau et le
degré de I'empéchement et ainsi agir au
niveau du pronostic de la fertilité en provo-
quant un allongement du temps moyen
d'obtention de la grossesse. Dans 1'état
actuel de nos connaissances, les anticorps
peuvent étre responsables de certaines
infertilités masculines. Au dela d'un certain
taux, ces anticorps ne se retrouvent que
chez les patients infertiles et il y a une cor-
rélation inverse entre le taux d'anticorps et
la fertilité ultérieure [15].

ETUDE ULTRASTRUCTURALE DES
SPERMATOZOIDES

La microscopie électronique permet d'exa-
miner l'ultrastructure de la cellule sperma-
tique, mais c'est une technique nécessitant
une expérience importante. Il faut noter
que les difficultés d'observation ou d'inter-
prétation de cette ultrastructure sont dues
a la trés grande hétérogénéité de structures
a l'intérieur d'une méme population sper-
matique. Pour évaluer justement la contri-
buation des anomalies ultrastructurales
cette étude doit étre quantitative.

La microscopie électronique a permis
d'éclaircir de nombreux cas d'asthénozoo-
spermie en mettant en évidence des défauts
ultrastructuraux du flagelle [16]. L'asthé-
nozoospermie a été rapportée chez des
patients avec des mitochondries absentes,
des piéces intermédiaires allongées ainsi
que des anomalies des structures axoné-
males et péri-axonémales. Tout trouble de
la mobilité sans nécrozoospermie et sans
autre étiologie peut étre di a une dyskyné-
sie flagellaire. De nombreuses anomalies
ont déja été décrites et répertoriées notam-
ment au niveau du flagelle [17]. Elles sont
dues a4 une anomalie systématisée de l'axo-
néme : absence de bras de dynéine, totale
ou partielle, absence de doublet central,
désorganisation des doublets ou alors une
anomalie péri-axonémale trouble de l'orga-
nisation de la gaine fibreuse ou des fibres
denses (spermatozoide glissant; [18].

Toutes ces anomalies ne touchent pas les
spermatozoides & 100 % sauf dans le cas de
la maladie des cils immobiles ou syndrome
de Kartagener [5]. Il faut donc faire ressor-
tir celles qui prédominent le plus et définir
le profil pathologique, c'est la ol se situe la
difficulté de l'interprétation de cette micro-
scopie électronique.

L'indication de celle-ci peut étre, soit a
visée explicative face a des échecs répétés
de FIV avec des spermes apparemment nor-
maux et/ou prédictive face a :
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* une asthenozoospermie, mobilité < 10 %
ou mise en évidence d'une anomalie des
parameétres du mouvement,

* une tératozoospermie de la téte systéma-
tisée : microcéphalie, macrocéphalie, ano-
malie acrosomique > 90 % du méme type
d'anomalies,

¢ la recherche d'une pathologie nucléaire
du spermatozoide.

RADICAUX OXYGENES LIBRES (ROS)

Les radicaux libres (reactive oxygen species
ou ROS) présents dans le sperme sont
essentiellement ’anion superoxyde 02-, le
peroxyde d’hydrogéne H202. Les ROS dans
le sperme proviennent :

¢ des cellules rondes, et

* des spermatozoides quand ils ne sont plus
au contact du plasma séminal, car le plas-
ma séminal inhibe la formation des ROS.

Les ROS peuvent avoir soit des effets posi-
tifs, soit des négatifs sur les spermato-
zoides. En effet, les spermatozoides sont
sensibles a ces radicaux oxydants qui peu-
vent provoquer des altérations membra-
naires et une chute voire méme une perte
de mobilité. Cependant, les ROS semblent
étre capables de stimuler la capacitation et
d’induire la réaction acrosomique [25].

EVALUATION DU POUVOIR
FECONDANT

L'exploration de 1'état fonctionnel des sper-
matozoides reposait dans le passé sur des
données spermiologiques courantes, mais
maintenant, on peut évaluer un certain
nombre de propriétés de la cellule sperma-
tique telles que les caractéristiques de la
mobilité, la reconnaissance et la fixation
sur la zone pellucide, la fusion des mem-
branes spermatique et ovocytaire et la
transformation du noyau en pronucleus
male dans le cytoplasme ovocytaire. C'est

pourquoi sur la base d'une série de tests de
I'évaluation des différentes fonctions sper-
matiques et non pas sur un seul, on pour-
rait définir “biologiquement” les capacités
fécondantes du spermatozoide. On utilise
en pratique, depuis quelques années une
série de tests permettant d'explorer le pou-
voir fécondant du sperme. Cependant, la
plupart de ces tests qui évaluent une ou
plusieurs fonctions spermatiques ne sont
pas forcément prédictifs et seule la féconda-
tion en FIV ou en ICSI reste un moyen dia-
gnostique fiable d'apprécier la capacité
fécondante d'un sperme.

TEST POST-COITAL OU TEST DE
HUHNER (TPC)

Le TPC consiste a étudier la qualité du
mucus cervical prélevé aprés un rapport
sexuel afin d'évaluer :

¢ la pénétration des spermatozoides dans le
mucus cervical,

¢ la survie des spermatozoides dans l'envi-
ronnement de la glaire, et

® la possibilité de probléme de rapport.

Le test post-coital doit étre pratiqué pen-
dant la période préovulatoire avec une abs-
tinence de 3 jours avant le rapport étudié.
Si le test est positif, il fournit un pronostic
favorable et s'il se réveéle négatif ou est de
mauvaise qualité (spermatozoides absents
ou peu nombreux, immobiles) il doit &tre
répété et ne pas étre considéré comme un
test d'infertilité mais comme un examen
d'orientation. C'est un test encore critiqué
par son manque de standardisation et sa
difficulté d'interprétation.

TEST D'INTERACTION
SPERME-MUCUS IN VITRO

Il comprend :

* un test entre lame et lamelle utilisant une
goutte de sperme et de mucus cervical,
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¢ et un test en tube (Kremer ou test croisé)
oll une extrémité d'un capillaire rempli de
mucus cervical est placée au contact d'un
sperme liquéfié.

Lorsque le test d'interaction sperme-mucus
s'avere normal, le test croisé est réalisé en
parallele avec des spermes et des mucus
témoins pour déterminer la part relative de
chaque partenaire dans l'infertilité et éviter
les fausses interprétations. De plus, ce test
permet d'évaluer a la fois le passage des
spermatozoides et le nombre de mobiles a
travers l'interface sperme-mucus et leur
migration dans la colonne de mucus (Kre-
mer, 1982).

La réalisation de ces tests nécessite :

* une analyse conventionnelle du sperme
utilisé pour le test,

¢ une glaire cervicale préovulatoire d'un
score d'Insler > a 10/15,

eun PH>a 7 et
¢ une abstinence de 3 jours.

Si un tel test conduit & un déficit fonction-
nel des spermatozoides, une recherche d'an-
ticorps antispermatozoides dans le sperme
et/ou dans le mucus cervical sera recom-
mandée. Car la présence des anticorps
influence non seulement la pénétration
dans le mucus mais également, la survie et
la migration des spermatozoides dans le
mucus cervical [11, 19].

TEST DE CAPACITATION

Pour l'acquisition finale de la fécondance,
les spermatozoides doivent, apres éjacula-
tion, subir un processus de “maturation®
dans le tractus féminin, dénommé “capaci-
tation“. Malgré de nombreuses études sur
la capacitation, la nature précise de celle-ci
n'a pas été complétement élucidée. Cepen-
dant, on sait que la capacitation peut étre
définie comme le relargage de protéines de
revétement et/ou la transformation des
lipides membranaires aboutissant a :

¢ une transformation des caractéristiques
du mouvement des spermatozoides, en
une forme de mouvement caractérisée par
une forte amplitude, gu'on appelle
“hyperactivation®,

* la fixation et la pénétration de la zone
pellucide de 'ovocyte, et

¢ la réalisation de la “réaction acrosomique®.

TEST DE LA FIXATION SUR LA ZONE
PELLUCIDE DE L’OVOCYTE

Lors de la premiere étape de la fécondation,
la fixation de spermatozoides sur la zone
pellucide est indispensable pour la réalisa-
tion de la suite du processus de fécondation.
Comme la fixation de spermatozoides sur la
zone pellucide est un processus “spécifique”
non réversible, il est donc nécessaire pour
la réalisation de ce test, de disposer de
zones pellucides humaines. Celles-ci peu-
vent étre récupérées a partir des ovocytes
immatures provenant d'ovaires au cours
d'une intervention ou aprés un échec de
FIV. Un “hemi zona assay“ a été utilisé
pour comparer la capacité de fixation d'une
population étudiée a4 une population
témoin.

Un faible taux de fixation des spermato-
zoides sur la zone pellucide pourrait évo-
quer la présence d'anticorps a la surface de
la membrane plasmique du spermatozoide.
Aussi, il semble exister une corrélation
entre le nombre de spermatozoides fixés sur
la zone pellucide et les succés de FIV [20].
Mais, la FIV avec sperme de donneur nous
montre clairement le contraire a savoir que
le nombre réduit de spermatozoides fixés
sur la zone pellucide ne peut aucunement
prédire I'évolution de la tentative.

TEST DE LA REACTION
ACROSOMIQUE

La réaction acrosomique est la fusion des
membranes plasmique et acrosomique
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externe, et la libération concomitante du
contenu de l'acrosome résultant de la for-
mation de vésicules entourant la téte du
spermatozoide. Cette réaction se caractéri-
se par un influx de Ca++ et un efflux de
protons a travers la membrane plasmique
périacrosomique.

Plusieurs méthodes directes et indirectes
sont utilisées pour visualiser a la fois la
présence et l'absence de l'acrosome, et la
réaction acrosomique. La réaction acroso-
mique peut étre mise en évidence aussi
bien en microscopie électronique qu'en
microscopie a contraste de phase a l'aide de
colorants cytologiques (colorants de Talbot,
lectines marquées et anticorps monoclo-
naux : [21, 22]. Il est important de préciser
que la valeur de ces tests est relative et
mérite d'étre interprétée avec prudence
dans la mesure ou ces tests ont souvent lieu
dans des conditions extra physiologiques.
D'autre part, il est important de distinguer
une réaction acrosomique “proprement
dite“ d'une réaction “dégénérative” au cours
du vieillissement et de la mort du sperma-
tozoide ou a la suite d'un mauvais traite-
ment.

TEST DE FUSION MEMBRANAIRE
(Hamster Test)

Le spermatozoide aprés avoir pénétré la
zone pellucide se trouve au contact de la
membrane plasmique de l'ovocyte avec
laquelle il doit fusionner. Cette fusion
implique a la fois le segment équatorial et
la lame post-acrosomique de la téte sperma-
tique. Ce n'est qu'en 1976 que Yanagimachi
et al ont proposé le hamster test en mon-
trant que les spermatozoides humains
capacités pouvaient se lier, pénétrer des
ovocytes dépellucidés de hamster et décon-
denser les noyaux pour former des pronu-
clei males [23].

Si les travaux concernant ce test sont nom-
breux, en revanche, ils sont trés controver-
sés du fait d'une part de la spécificité et de

la signification physiologique de ce test, et
d'autre part, de la diversité des procédés
techniques selon les équipes. En pratique,
le hamster test permet d'évaluer :

* le nombre de spermatozoides fixés sur la
membrane de 1'ovocyte traduisant la fonc-
tion fusiogénique du spermatozoide,

* le pourcentage d'ovocytes ayant au moins
une téte spermatique décondensée, et

* le nombre moyen de tétes décondensées
par ovocyte.

La qualité de la réalisation du hamster test
doit reposer a la fois sur la répétabilité de
ce test ainsi que sur les résultats obtenus
avec un sperme témoin afin d'éviter les
faux négatifs et positifs. De plus, les résul-
tats de ce test peuvent varier en fonction de
la méthode utilisée pour préparer le sperme
in vitro et provoquer donc la capacitation
de spermatozoides.

TEST DE QUALITE DU MATERIEL
NUCLEAIRE

Durant le transit épididymaire, la chroma-
tine du noyau de spermatozoide poursuit sa
condensation. Les transitions protéiques
intervenues pendant la spermiogénése per-
mettant, en particulier grice aux prota-
mines (protéines basiques), 1'établissement
de ponts disulfures intra-chromatiniens (S-
S) qui vont stabiliser la structure du com-
plexe ADN-nucléoprotéines jusqu'a ce que
le spermatozoide féconde l'ovocyte. Au
cours de 1'éjaculation, la stabilité de la chro-
matine (qui est le reflet de la maturation
nucléaire) est assurée par le plasma sémi-
nal et surtout la sécrétion prostatique riche
en Zinc protégeant le noyau du spermato-
zoide d'une décondensation prématurée
[24]. Celle-ci peut étre appréciée par un
examen direct a 'aide d'un colorant fluores-
cent, 'acridine orange (AO), qui provoque
une fluorescence verte lorsque I'ADN est
bicaténaire, jaune-orangé quand 1'ADN est
monocaténaire.
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La stabilité de la chromatine “test de
décondensation” est évaluée in vitro par des
méthodes cytochimiques et biochimiques.
De plus, l'aptitude du noyau a subir les
transformations intra-ovocytaires pour for-
mer le pronucleus méle est aussi étudiée
par les ovocytes dépellucidés de hamster.
Ces techniques permettent de mettre en
évidence des modifications du contenu
nucléaire en rapport avec l'expression du
pouvoir fécondant des spermatozoides
humains.

CONCLUSION

Le spermogramme reste a l'heure actuelle
la pierre angulaire de l'évaluation de l'in-
fertilité masculine. Les valeurs seuils des
variables spermatiques pour discriminer
les fertiles des infertiles ont été largement
critiquées grace aux résultats obtenus en
FIV ou en ICSI. La limite des anomalies
permettant de parler de sperme infécond
est impossible a établir, d'autant plus
qu'une excellente fertilité féminine peut
compenser un trouble spermiologique et
que le facteur temps est non négligeable.
Les bonnes réalisation et interprétation
spermiologiques permettent d'orienter vers
d'autres tests d'évaluation de la fécondance
du sperme, mais actuellement aucun exa-
men a lui seul ne permet de prédire la
fécondance éventuelle de ces spermes et il
serait illogique d'utiliser systématiquement
I'ensemble des tests de fécondance sans
examens spermiologiques de base.

A T’heure actuelle, la FIV demeure le seul
moyen “sir” pour évaluer la capacité fécon-
dante du sperme normal ou anormal. En
cas d'échecs, I'ICSI permet de franchir une
étape supplémentaire dans la prise en char-
ge d’une stérilité pour des facteurs mascu-
lins. Mais, les examens spermiologiques de
base (spermogramme, spermocytogramme,
et tests de pénétration dans la glaire cervi-
cale) doivent étre envisagés en premier lieu
dans un pronostic d'hypofertilité masculine.

Certes, la valeur de ces examens est abso-
lue en cas d'azoospermie, mais elle est
“relative“ en cas d'oligoasthénotératozoo-
spermie. Donc, 1'exploration du sperme et
de son pouvoir fécondant a encore un inté-
rét en AMP.
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ABSTRACT

Is semen analysis still needed in ICSI
programs ?

Hamamah S.

The semen analysis in the assisted
reproductive technology (ART) is
mainly subjective, and requires an
extensive training. However, other
sophisticated techniques can be used
in order to evalute functionnal state of
sperm cell. Today, in vitro fertilization
(FIV) as well as the intra-cytoplasmic
sperm injection (ICSI) are considered
as the adequate mean by which the
sperm quality can be evaluated.
Should all men undergo all tests ? One
must think not only in terms of effi-
ciency but also of cost. No doubts that
a full work up, in all men will detect
the high risk husbands in IVF. But to
achieve this goal a lot of work is re-
quired. Most IVF AND ICSI programs
use a simple wash, swim-up or Percoll
gradients to prepare sperm for insemi-
nation. The goal of these techniques is
to remove debris, cells bacteria and to
allow the selection of morphologically
normal motile spermatozoa. These nor-
mal motile spermatozoa are mainly
selected according to their active moti-
lity (swim up) or specific gravity (per-
coll gradient) which reflects the
degree of head condensation.

Key Words : semen analysis, sperm fertilizing
tests.
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