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RESUME 

Le spermogramme et le spermocytogramme sont les 
examens de base pour I'abord biologique du diagnostic 
des hypofertilit6s et des st(~rilit6s masculines. 

Le site de Biologie Prospective - Nancy - France 
(www.spermionet .com) propose aux biologistes des outils 
p6dagogiques modernes, adapMs pour un travail et une 
p~dagogie communs par Internet. 

Le but de ce travail est la mise au point de documents 
num6ris6s nouveaux pour leur utilisation sur la << toile )> 
dans le cadre du contr61e de qualit6 externe et de la 
formation continue en spermiologie. 

La lame virtuelle rend possible un v~ritable contr61e de 
qualit~ externe en cytologie spermatique. Des documents 
num6ris(~s de s6quences de mobilit6, obtenus ~ partir d'un 
microscope ~ contraste de phase fond noir ont ~t~ 
compress6s puis diffus6s sur le net. 

Ces nouveaux outils, dont les documents ont 6t6 ~valu6s 
par plus de 470 laboratoires, permettent de plus un travail 
de collaboration multicentrique sur la codification aussi 
bien des atypies des spermatozo'l'des que des diff~rentes 
classes de mobilit6. 

Mots cl~s : sperme humain, contr61e quafitd exteme, lame 
virtuelle, mobilitd 

I. INTRODUCTION 

PrOs d'un couple sur cinq consultera pour ce qu'il consid~re 
comme une << difficultd b procrder >>. Les examens 
biologiques ddtecteront pour 50% de ces couples une 
anomalie du sperme [3], parfois en relation avec une 
hypofertilite f~minine qui r~v~lera I'hypofertilit~ masculine. 

Le test de Hihner, le spermogramme et le spermocy- 
togramme sont les examens de base en spermiologie 
humaine. IIs n~cessitent une rigueur dans les diff~rents 
temps de leur pratique (pr~, per et post analytiques) et une 
formation initiale et continue sp~cifiques. 

Du fait de la subjectivit~ des examens cytologiques 
(spermocytogramme) et des donndes dynamiques 
(quantification de la mobilit6 des spermatozo'='des au 
spermogramme), il apparal n6cessaire de travailler de fac,,on 
collaborative entre tousles laboratoires de spermiologie 
pour affiner les r~sultats fournis aux cliniciens en charge de 
ces couples. 

Le web est un outil prodigieux de communication, permettant 
aux internautes biologistes de dialoguer, de d~finir et 
d'organiser entre eux la codification de leurs observations 
[2]. 
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Le but de ce travail a ete de mettre en place sur Internet des 
outils pddagogiques sp6cifiques de formation initiale, continue 
et de contrSle de qualit6 externe (CQE) en spermiologie, en 
particulier pour les deux temps essentiels que sont I'estimation 
des atypies (spermocytogramme) et des anomalies 
dynamiques (mobilitd) des spermatozoldes. 

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

1. Le spermocytogramme virtuel 

Des lames de spermocytogramme ont ~t~ prepar~es selon 
les directives de I'OMS [4] et colordes par la coloration 
cytologique de Harris Shorr. Les lames ont 6te numdris~es 
par une station Olympus (Digital Virtual Microscopy slide - 
Figure 1) comprenant un microscope optique (BRX51 TRF), 
muni d'objectifs 20, 40 et 100 immersion (NA :1,40 
UPLASAA/PO/100/O), couplee ~ une camdra couleur (1,4M 
Pixels Firewire 2/3). Une platine motorisde automatique est 
asservie pour assurer un ddplacement programmd en X et 
Y, et une mise au point automatique en Z de chacune des 
plages scann~es. Une station informatique de travail (Dual 
Xeon TMTechnOIOgy) assure la programmation des 
d6placements de la lame, la mise au point, la prise de cliches 
pour chaque plage analysee, leur compression, leur liaison 
et leur conversion pour la mise en ligne sur le web. Le syst~me 
EFI (Extended Focal Imaging) permet une am(}lioration de la 
vision en profondeur de champ pour chaque plage numdds6e. 

Figure 1 : Microscope et station de lame virtuelle. 
Olympus (Digital Virtual Microscopy slide). 

Les donndes numdrisdes ont dtd stock6es sur le site 
www.spermionet.com (StabiUgen-Biologie Prospective). La 
transmission et la restitution des diffdrentes plages li6es est 
obtenue ~ distance grace & un << viewer >> accessible 
gratuitement et automatiquement (Soft Imaging System), 
permettant au bout de la << toile ~ une vison microscopique 
de toute la lame, avec des grandissements par zooms 
progressifs ou par pas d'objectifs (Figure 2). 

2. Pour la restitution ~ distance des observations de 
mobilit(~ 

Apr~s liqudfaction une heure ~ I'~tuve ~ 37~ 20 IJL de 

Figure 2 : Spermocytogramme virtueL Aspect du ~ viewer 
et des images obtenues par Internet. Les vues ~ diffdrents 

grossissements peuvent ~tre accessibles ~ partir de la 
barre supdrieure, soit par pas d'objectifs soit par zoom. 
Une dchelle mobile permet de pr~ciser les dimensions des 
d(,tails 6tudi~s. L'image associ6e dans le coin de droite 
prdcise sur un faible grossissement la zone d'observation. 
On remarquera sur cette vue ~ haute ddfinition la nettetd 
des flagelles (Syst~me EFI de correction de profondeur de 
champs). 

sperme sont plac6s sur une cellule de Mackler et analys~s 
~! I'aide d'un microscope (Olympus BX 50) muni d'une platine 
chauffante, d'un syst~me de contraste de phase fond noir et 
d'une cam6ra couleur (monture C - 2M pixels). Des s~quences 
d'une minute sont num6ris6es, compress~es et plac6es sur 
le site de spermionet. La visualisation des caracteristiques 
dynamiques est facile et accessible par les Iogiciels 
informatiques standards, sur une ligne ADSL haut d~bit 
classique. 

III. RESULTATS 

Le retour d'evaluation des documents transmis a dtd effectu6 
aupr~s de 470 laboratoires f rancis  (dont 20 centres CECOS) 
et dtrangers en les interrogeant soit sur un CQE, soit sur des 
dossiers de formation continue. Aucun d'entre eux ne nous 
a fait part de difficulte d'acc6s. La vision globale et I'approche 

fort grossissement d'une zone d~finie (rendu final x1200) 
s'effectue rapidement et simule parfaitement le travail 
microscopique habituel, avec des pouvoirs s6parateurs tr6s 
fins (Figure 2). 

II a 6t6 demand6 aux observateurs d'utiliser pour interpr6ter 
la lame virtuelle les grilles de codification de type David 
modifi6e, pr~cis6es par Auger et Eustache en 2000 [1]. 
L'ensemble des laboratoires a pu rendre des r~sultats, ce 
qui t~moigne de la faisabilit6 de la transmission par le net d'une 
telle pr6paration. Plusieurs intemautes biologistes nous ont 
fait part de la qualite des documents ainsi fournis. II est 
remarquer que la qualite du materiel optique et informatique 
utilis6 permet la visualisation de la piece terTninale des flagelles 
souvent difficile ~ pr~ciser en routine (diam6tre inf~rieur & 
0,2 micron). 

Le travail de codification a ~t6 utilis~ sur les plus forts 
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grossissements pour des spermatozo'(des num6rot~s. Le 
depouillement des r~sultats est en cours. Plusieurs 
observateurs nous ont adress6s des remarques judicieuses 
sur les conclusions fournies par le comit6 de pilotage de 
spermionet (8 specialistes en spermiologie, repr~sentants 
les associations scientifiques : SFBC, SALF, CECOS, 
BLEFCO et OMS) qui ont propos~ des interpretations cibl6es 
sur diff6rentes atypies associ~es. Ce dialogue augure d'un 
v6dtable travail de collaboration nationale sur les codifications 
d'anomalies limites. 

Pour les s6quences de mobUit6, la faisabilit6 a et6 6galement 
soulign6e, malgr~ la particularit6 de la visualisation (gametes 
brillants sur fond noir). Certains ont eu des probl6mes de 
visualisation saccad6e probablement en rapport avec le d~bit 
insuffisant momentan~ (avant chargement du fichier) de leur 
r~seau. 

IV. DISCUSSION 

1. La formation en spermiologie 

La formation initiale th~orique et pratique ,~ la spermiologie 
clinique n'est pas assur~e dans la plupart des cursus des 
facult~s frangaises de m6decine et de pharmacie. Les 
ma~trises de sciences biologiques et m~dicales MSBM qui 
comprenaient des certificats de Biologie et de M6decine de 
la reproduction de 100 heures de cours ont ~t6 supprim~es 
au cours du passage en syst6me LMD. Les unit6s M1 de 
Master qui les ont remplac6es assurent des enseignements 
plus courts (30 heures), insuffisants pour une formation solide 
et plus tourn6s vers les activit6s de recherche fondamentale 
que vers la formation clinico-biologique. Seuls quelques 
Masters Pro rdcents sont proposes en France et 
principalement r~servds aux futurs spdcialistes de rAssistance 
Mddicale ~ la Procr6ation (AMP). 

La formation secondaire dolt t}tre continue du fait de I'dvolution 
constante des concepts de biologie de la reproduction et de 
I'AMP. 

Le site spermionet (www.spermionet.com) permet par la toile 
une formation initiatique, des programmes de formation 
continue en spermiologie (8 dossiers par an) dlabor6s par un 
comit~ de pilotage form6 par des sp~cialistes des associations 
scientifiques (SFBC, CECOS, SALF, BLEFCO), proposds 
aux adhdrents et accessibles par le Net. 

Des documents compl6mentaires accompagnent ces 
formations : atlas d'anomalies, bibliographie ciblee, documents 
divers, lames virtuelles permettant I'etude de spermocy- 
togrammes aux diff6rents grossissements et I'interpr~tation 
des atypies sur chacun des spermatozdides, dans les cordg6s. 
La pr6cision des num~risations, rendue possible grace au 
syst~me EFI (Olympus) de mise au point de la profondeur de 
champs ~ chaque plage num6risde, permet de distinguer 
des d6tails inf6rieurs ~ 0,2 micron, comme la pi6ce finale du 
flagelle du spermatozol'de. 

2. Les contr61es de qualit(~ et la collaboration en ligne 

Les contrSles de qualit6 (internes et externes) sont 
indissociables de cette formation continue. Les guides de 
bonne pratique et de recommandation demandent leur 
rdalisation r6guli~re au sein des laboratoires de spermiologie 

[4], sans veritablement donner de solution de faisabilit~. 

Le site spermionet est le seul site (et la seule possibilit~ 
actuelle en France) pour aborder le contr5le de qualite exteme 
en spermiologie. 

La lecture par tousles adherents d'une m~me preparation 
cytologique rend possible I'~valuation du contrSle de qualit~ 
externe. Cette precision ne pouvait 6tre atteinte avec les 
autres techniques employ6es auparavant du fait de 
I' inhomog6n6it6 des 6chantil lons (pool de lames de 
spermocytogramme, envoi de paillettes congel~es...). II en 
est de m6me pour I'analyse des mobilites. 

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

Le biologiste ne peut plus se passer de l'apport du Web 
pour sa formation. 

Les particularit(~s des diff(~rents temps de l'examen 
spermiologique, la subjectivit(~ des interpretations 
cytologiques statiques (spermocytogramme) et 
dynamiques (6tude de mobilit6) ont n6cessit6 la mise au 
point de documents num(~ris(~s accessibles ~ tous les 
laboratoires par le Net : lame virtuelle et s(~quence vid(~o 
de qualit6. 

Le site Spermionet met & disposition des laboratoires 
de spermiologie, pour la premk~re fois, un ensemble de 
moyens de formation, de contr61e, de collaboration et 
de dialogue avec ces nouveaux outils, qui permettra 
d'affiner le travail de codification entre experts, biologistes 
et techniciens. 
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ABSTRACT 

Virtual analysis of sperm motility and morphology 
External Quality Assessment and permanent education 

on-line 
The www.spermionet.com website 

Bernard FOLIGUET, Jean Pascal SIEST, Hervd GAUTIER, 
Catherine WURTZ, Thierry FORGES 

Semen analysis, especially estimation of sperm motility and 
morphology, is an important part of infertility investigation. 

The "Biologie Prospective" Nancy-France website 
(www.spermionet.com) proposes modern tools for clinical 
pathologists designed to promote common clinical practice 
and teaching by Internet. 

The aim of this study is describe these new techniques of 
on-line visualisation and diffusion for the study of human 
semen preparations. 

The virtual slide allows external quality control of sperm 
cytology. 

Video data of sperm motility are acquired by phase-contrast 
and dark field microscopy. The sequences are then 
compressed and published on line. The data have been 
evaluated by more than 480 laboratories. 

These new tools allow multicentre studies and collaboration 
based on standardization of semen analysis. 

Key words: human sperm, external quality assessment, virtual 
slide, motility 
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