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INTRODUCTION

L'assistance médicale a la procréation (AMP) anciennement appelée Procréation
Médicalement Assistée (PMA), est I'ensemble des moyens et des techniques mis en oceuvre
pour pallier a I’hypofertilité voire a la stérilité d’un ou des deux membres du couple.
Historiquement, c’est en 1978 en Angleterre qu’est née Louise Brown, le « premier bébé
éprouvette » apres une fécondation in vitro (FIV). Quatre ans plus tard naissait en France
Amandine et avait lieu la premiére naissance suite a un transfert d’embryon congelé.

Enfin en 1992, une technique révolutionnaire est mise au point pour le traitement des
infertilités masculines : la FIV avec microinjection du spermatozoide ou ICSI

(Intracytoplasmic Sperm Injection).

En France, 'AMP est strictement encadrée par la loi ; En 1994 est votée la loi de bioéthique,
révisée en juillet 2004 (art.L.2141) puis en juillet 2011 qui encadre la pratique de 'AMP.
Selon l'article L. 152-1 du Code de la santé publique, "l'assistance médicale a la procréation
s'entend des pratiques cliniques et biologiques permettant la conception in vitro, le transfert
d'embryons et l'insémination artificielle, ainsi que toute technique d'effet équivalent

permettant la procréation en dehors du processus naturel".

I'article L. 152-2 fixe les conditions requises pour l'acces a I'AMP : "I'homme et la femme
formant le couple doivent étre vivants, en age de procréer, mariés ou en mesure d'apporter
la preuve d'une vie commune d'au moins deux ans consentant préalablement au transfert
d'embryons ou a l'insémination" et reconnait deux fonctions a I'AMP : "répondre a la
demande parentale d'un couple dont l'infertilité a un caractére pathologique médicalement
diagnostiqué ; éviter la transmission a l'enfant d'une maladie d'une particuliére gravité".
La notion de deux ans de vie commune a été supprimée lors de la derniere révision des lois
de bioéthique en 2011.

5 a3 10 % des couples éprouveraient des difficultés a avoir des enfants et seraient réellement
infertiles. Cependant, le nombre de couples consultant pour ce probléme a un moment ou a
un autre de leur vie est plus important : aujourd’hui 15 a 20 % en France.
Selon la société européenne de reproduction humaine et d'embryologie (ESHRE), 350.000
bébés sont désormais congus par FIV chaque année dans le monde, soit 0,3% des 130
millions d'enfants qui naissent chaque année dans le monde. Depuis la naissance du premier

bébé éprouvette, Louise Brown, en 1978, 5 millions d'enfants sont nés par FIV.
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L'analyse du sperme fait partie du bilan initial de routine pour les couples consultant pour
une infertilité. Les différents parametres spermatiques sont étudiés lors de cette analyse afin
de pouvoir évaluer le pouvoir fécondant du sperme et permettre, entre autre, la prise en
charge adaptée des couples infertiles. Parmi les parametres spermatiques, la morphologie
spermatique a longtemps été identifiée dans de nombreuses études comme un des
parametres, sinon le paramétre ayant le plus d’intérét clinique. Cependant, le réel potentiel
de ce parametre a été remis en cause au cours des dernieres années. En effet, les variations
entre les différents systemes de classification et des protocoles de préparation du sperme
ainsi que le caractere subjectif de I'analyse morphologique ont conduit a une grande
variabilité inter- et intra laboratoire. Des méthodes semi-automatisées d’analyse de la
morphologie du sperme ont été développées pour réduire une partie significative de ces
biais.

La prise en charge des couples pour lesquels l'origine de [linfertilité est une
tératozoospermie isolée est tres controversée. La conduite a tenir face a une
tératozoospermie isolée n’est pas claire et les différences de prises en charge existent en
fonction des centres.

Depuis sa création en 1997 le laboratoire d’AMP de Limoges utilise la classification de David
pour la réalisation du spermocytogramme comme la plupart des laboratoires francais mais la
eme

classification recommandée par la 57 édition de 'OMS en 2010 est la classification selon

les critéres dits stricts mise au point par Kruger et son équipe en 1986.

Par ailleurs nous avons constaté dans notre laboratoire une augmentation progressive mais
nette de la proportion d’ICSI réalisée par rapport aux FIV concernant les tératozoospermies
isolées. Dans notre centre, jusqu’en 2012, la morphologie était un critére important dans le
choix de la technique : sur une tératozoospermie isolée modérée a sévere lorsque le taux de
FT était inférieur a 15% évalué avec la classification de David, une ICSI était réalisée quel que
soit les autres parametres spermatiques (seuil décidé au sein du laboratoire selon la

pratique du centre).

En Janvier 2012, nous avons décidé de modifier nos critéres de décision pour la prise en
charge des couples. A I'instar d’autres laboratoires francgais une ICSI est maintenant réalisée
lorsque le nombre de spermatozoides mobiles aprés capacitation est inférieur a 1 M/ml ou
lorsqu’il est entre 1 et 2 M/ml avec un taux de FT < 4%. Les couples dont le conjoint avait

une tératozoospermie isolée ont bénéficié d’une FIV en premiére intention.

Au méme moment, nous avons changé de classification de la morphologie et nous avons
utilisé les criteres stricts de Kruger pour cette évaluation (classification la plus utilisée au

niveau mondial) avec l'arrivée du Hamilton Thorne Research ou IVOS, systéme semi-
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automatisée d’analyse de la morphologie spermatique. Cette décision était consécutive a la
these du docteur Béguet qui montrait dans notre laboratoire entre 2003 et 2006 que la
morphologie spermatique selon la classification de David ne nous permettait pas de nous

affranchir de variations inter observateurs.

L'objet de cette these est d’évaluer I'impact de la morphologie du sperme, analysée par la
méthode semi-automatisée en critéres stricts avec le Hamilton Thorne Research, sur les
résultats de FIV classique et d’inséminations intra-utérines (llU), sur une période donnée

dans le laboratoire d’AMP de I’h6pital de la mére et de I'enfant de Limoges.

Dans un premier temps, seront présentés des rappels de physiologie, les causes d’infertilité,
et les examens diagnostiques de l'infertilité. La seconde partie correspond a l'analyse
statistique de I'étude prospective réalisée dans notre centre d’AMP de Limoges sur I'année
2012.
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GENERALITES DE LA FERTILITE
ET DE L'INFERTILITE
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PARTIE 1 : GENERALITES DE LA FERTILITE ET DE L'INFERTILITE

I. La fécondation naturelle

Dans ce chapitre seront rappelés le déroulement normal de la gamétogenese versant
masculin et de la fécondation. L'origine des parametres spermatiques, en particulier de la
morphologie des spermatozoides, est importante a connaitre afin de comprendre leurs
potentielles conséquences sur la fertilité.

1. La gamétogenese

La gamétogenése est le processus de différenciation cellulaire qui, a partir de cellules
souches, aboutit a la production de gametes haploides. Il s’agit de la spermatogenese chez
I’'homme pour la formation des spermatozoides et de 'ovogenese chez la femme pour la

formation des ovocytes.

L'ovogenése est définie comme I'ensemble des processus formation-croissance-
différenciation, qui transforment la cellule germinale initiale ou ovogonie en une cellule
apte a étre fécondée, I'ovocyte Il (bloquée en métaphase de deuxieme division méiotique.
Son déroulement se fait de fagon discontinue, sur plusieurs années, et il est limité dans le

temps du fait de I'épuisement de la réserve ovarienne.

La spermatogenése est le processus de différenciation cellulaire qui transforme la cellule
germinale en spermatozoides (gamete male mature). C'est un processus continu qui se

déroule toute la vie a partir de la puberté.
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Figure 1-1. Le développement des gametes males et femelles D’aprés I’Atlas de poche
d’embryologie édition Flammarion, Ulrich Drews, 1994.

Dans ce travail, seule la spermatogeneése sera traitée.

2. Laspermatogenese

Débutant a la puberté, la spermatogenése est le processus de différenciation cellulaire qui, a
partir des cellules souches, aboutit a la production de spermatozoides haploides. La
spermatogeneése se déroule au sein du testicule dans I'épithélium des tubes séminiféres en
association avec les cellules de Sertoli. Trois familles de cellules germinales disposées en
couches superposées entre la membrane basale et la lumiére du tube séminifére sont
impliquées dans la spermatogenése : Les spermatogonies, les spermatocytes et les
spermatides. A chaque type cellulaire correspond une phase du processus

spermatogénétique (figure 1-2).
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Figure 1-2. La spermatogenése
D’apreés I’Atlas de poche d’embryologie édition Flammarion, Ulrich Drews, 1994.

Ainsi, dans la premiere phase, les spermatogonies se divisent par mitoses, se renouvellent
pour maintenir un pool de cellules souches et simultanément donnent naissance a des
gonies différenciées puis des spermatocytes (figure 1-3). Lors de la deuxiéme phase, les
spermatocytes se divisent au cours de la méiose. Aprés deux divisions cellulaires successives
avec réduction de moitié du nombre des chromosomes et ségrégation des chromosomes
sexuels, les spermatocytes donnent naissance aux spermatides. Enfin, au cours d’une
troisieme phase qui correspond a la spermiogenése, les spermatides se différencient

progressivement en spermatozoides.
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Le testicule assure également une fonction endocrine par les cellules de Leydig, avec
I’élaboration des hormones androgénes testiculaires, en particulier la testostérone. La
production de spermatozoides et d’androgenes se déroule dans deux compartiments
testiculaires séparés et sous la dépendance d’hormones adénohypophysaires. Il existe
également un cycle de [I'épithélium séminal, ol I'ensemble des cellules souches de
renouvellement d’une région entiere de [I'épithélium entre en spermatogenese
périodiquement et a intervalles réguliers, tous les 16 jours. Toutes les spermatogonies issues
de ces cellules souches sont reliées par des ponts cytoplasmiques et évoluent en groupe car
elles effectuent leur spermatogenése de maniéere synchrone. Ainsi, au sein de I'épithélium
séminal, les différentes générations de cellules germinales disposées en couches
superposées, forment un certain nombre d’association cellulaire de composition constante

définissant six stades numérotés de | a VI (figure 1-4).
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D’apreés I’Atlas de poche d’embryologie édition Flammarion, Ulrich Drews, 1994.

Les spermatozoides, une fois sécrétés dans la lumiere des tubes séminiferes par spermiation,
sont transportés passivement dans le rete testis avec le liquide produit par les cellules de
Sertoli, puis dans I'épididyme par les canaux efférents. lls acquiérent dans I'épididyme leur
mobilité. Les spermatozoides sont mis en réserve dans la queue de I'épididyme et résorbés

s’il n’y a pas d’éjaculation. Le transport par |'épididyme dure de 10 a 14 jours.

La durée de la spermatogenése est constante, de I'ordre de 74 jours chez 'lhomme. La
production journaliere de spermatozoides qui est de I'ordre de 200 millions en moyenne,

diminuera avec I'dge.

Le spermatozoide est une cellule allongée d’environ 60 um de long. En microscopie optique,

on distingue :

o La téte, contenant le noyau coiffé de I'acrosome ;
o Le flagelle, séparé de la téte par le col et comprenant une piéce intermédiaire, une

piece principale et une piece terminale.
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L’étude de la structure du spermatozoide en microscopie électronique montre un noyau qui

occupe la plus grande partie de la téte. L'acrosome forme un sac autour de la partie

antérieure du noyau et se poursuit par la cape post-acrosomique (figurel-5).
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Figure 1-5. L'ultrastructure du spermatozoide
D’apres biologie de la reproduction humaine éditions Sauramps médical, J-C. Czyba et A.

Montella, 1993.
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3. L’éjaculation

Lors de I'éjaculation, les spermatozoides, via le canal déférent, vont se mélanger au plasma
séminal (celui-ci est constitué par sécrétion des glandes annexes, des vésicules séminales et
de la prostate). lls sont alors en contact avec les prostasomes (vésicules d'origine
plasmatique riche en cholestérol). Ce cholestérol va s'inclure dans la membrane plasmique
des spermatozoides et diminuer sa fluidité et les mouvements moléculaires dans la
membrane. L'ensemble de ces mécanismes va entrainer un blocage des aptitudes
fécondantes du spermatozoide nécessaire pour préserver le pouvoir fécondant jusqu'au

contact de |'ovocyte.

4. Migration des spermatozoides dans l'appareil génital féminin

Apres [|'éjaculation, les spermatozoides subissent dans les voies génitales féminines une
étape de maturation appelée capacitation, au cours de laquelle ils acquierent la capacité de
féconder I'ovocyte.

La capacitation commence dés le passage des spermatozoides dans la glaire cervicale. Cela
permet d'une part |'élimination de protéines de décapacitation qui recouvraient les
spermatozoides et d'autre part I'élimination du plasma séminal. Le milieu devient pauvre en
cholestérol et la membrane plasmique devient alors plus fluide, voir instable et fusiogene :
des mouvements protéiques membranaires mettent alors a jour des récepteurs. Ainsi les

spermatozoides capacités :

o Deviennent hypermobiles, facilitant ainsi la pénétration dans la zone pellucide
o Ont la possibilité de rompre leur acrosome
o Et ont des reconnaissances spécifiques aux protéines de la zone pellucide de

l'ovocyte.

Apres une premiere sélection des spermatozoides dans le mucus cervical ou seuls les plus
mobiles progressent, la traversée de |'utérus se fait par des contractions utérines. Dans
l'isthme de la trompe, ou quelques milliers de spermatozoides s'accumulent, des
contractions tubaires induisent la libération successive de plusieurs dizaines de
spermatozoides a la fois, qui progressent le long des trompes grace a leur mobilité et aux
contractions tubaires qui permettent également, mais en sens inverse, la migration des

ovocytes ovulés, du pavillon a I'isthme. Au moment de la rencontre des deux gametes, au
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niveau du tiers supérieur de la trompe, quelques centaines de spermatozoides sont

présents autour de |'ovocyte.

5. Lafécondation

C'est la fusion de deux cellules haploides (le spermatozoide et |'ovocyte), en une cellule
unique, l'ceuf fécondé ou zygote. Sa division, par de nombreuses mitoses, aboutira a la
formation de I'embryon.

Les deux gametes se rencontrent dans la trompe. L'ovocyte bloqué en métaphase Il est
entouré de la zone pellucide et de la corona radiata. Il n'a qu'une survie tres courte de 8 a
10 heures pour permettre une fécondation normale. Les spermatozoides conservent leur
pouvoir fécondant pendant deux a trois jours apres |'éjaculation. Capté par le pavillon
tubaire, l'ovocyte migre dans I'ampoule ou il peut éventuellement rencontrer le

spermatozoide.

Les spermatozoides capacités et hyperactivés s'accrochent a la zone pellucide (ZP). Cette
liaison est spécifique. L'adhésion a la ZP entraine la réaction acrosomique. C'est un
phénoméne calcium dépendant qui, par exocytose (fusion entre la membrane plasmique et
la membrane acrosomique externe), libére les enzymes contenues dans |'acrosome. La
hyaluronidase et |'acrosine libérées au moment de la réaction acrosomique facilitent le

passage du spermatozoide a travers la zone pellucide.

Apres la réaction acrosomique, la membrane acrosomique interne se retrouve exposée et
directement en contact avec la zone pellucide. Grace au battement de flagelle hyperactivé,

le spermatozoide traverse cette enveloppe en suivant un trajet oblique.

Il pénétre ensuite dans I'espace périvitellin et entre en contact avec la membrane plasmique
de l'ovocyte. Il s'immobilise et les deux gametes fusionnent. Cette fusion libéere du calcium
et active I'ovocyte : c'est la réaction corticale. Il y a une exocytose des granules corticaux, et
libération d'enzymes hydrolytiques qui vont modifier la zone pellucide et la rendre

imperméable a la pénétration d'autres spermatozoides et éviter ainsi la polyspermie.
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L'ovocyte activé termine sa deuxiéme division méiotique avec expulsion du deuxiéme
globule polaire et formation d'un pronucleus femelle (PN) haploide a chromatine
condensée. Parallelement a la formation du pronucleus femelle, le spermatozoide est
phagocyté. Son enveloppe nucléaire disparait et la chromatine est décondensée.. Un
pronucleus male (PN) apparait presque en méme temps que le pronucleus femelle, entouré
d'une nouvelle enveloppe nucléaire et de taille semblable. Les pronuclei se trouvent dans la
zone corticale de I'ovocyte 12 heures apres le début de I'activation et une réplication d'ADN
a lieu dans chaque pronucleus. Ensuite, ils migrent 'un vers l'autre au centre de I'ceuf,
guidés par des microfilaments du cytoplasme (stade a 2 PN). A ce stade, I'ovocyte fécondé
est nommé zygote (figure 1-6). Les deux noyaux se placent I'un au contact de l'autre.
Chaqgue noyau entre en prophase : les chromosomes apparaissent et le fuseau de division
s'organise. Aprés destruction des enveloppes nucléaires, les chromosomes se placent sur le
fuseau et forment la plague équatoriale. Cette présence simultanée sur le fuseau des
chromosomes maternels et paternels marque la fin de la fécondation (stade a O PN) et le

début du développement embryonnaire (figure 1-7).
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I Définitions et épidémiologie de I'infertilité

1. Quelques définitions

1-1. Fertilité et infertilité

o | o fertilité est I'aptitude a procréer. L'infertilité est I'incapacité a procréer et peut étre :
o Primaire, c’est 'absence de grossesse aprés un minimum d’un an de rapports sexuels
non protégés chez une femme qui n’a jamais eu de grossesse.
o Secondaire, c’est I'absence de grossesse apres un minimum d’un an de rapports

sexuels non protégés chez une femme qui a déja eu une grossesse.

®Tous les degrés de fertilité sont possibles. Certains couples sont :

Tres fertiles : ils pourront procréer tres facilement ;

O

Moyennement fertiles : ils pourront procréer facilement ;

O

Peu fertiles (hypofertilité modérée) : ils peuvent procréer difficilement ;

O

(@]

Tres peu fertiles (hypofertilité sévere) : ils ne peuvent procréer que difficilement

(@]

Infertiles ou stériles : ils ne peuvent pas procréer sans traitement.

1-2. Fécondité et infécondité

La fécondité est le fait d’avoir procréé. L'infécondité est le fait de ne pas avoir procréé de

facon volontaire ou involontaire.

Le concept est celui d’'un état : avoir été impliqué (ou non) a un moment donné dans

I’obtention d’'une grossesse ou la naissance d’un enfant.

Selon I'OMS, l'infécondité est définie comme I'absence de survenue d’une grossesse aprés
un an au moins de rapports sexuels réguliers non protégés. Cette définition demeure
controversée pour ce qui est de la durée. La notion d’obtention de grossesse lors d’unions

antérieurs pour chacun des deux membres du couple est importante a savoir.
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1-3. Fécondabilité

La fécondabilité exprime le degré de fertilité, c’est-a-dire le pourcentage de chance de
procréer par cycle; elle varie d’un couple a l'autre (figure 2-2) et se base sur la durée
d’infertilité. L’age de la femme est un facteur important puisque la fécondabilité passe de

25% par cycle a 20 ans, a une fécondabilité presque nulle apres 45 ans.

1-4. Le délai nécessaire a concevoir

Le délai nécessaire a concevoir (DNC) est le temps qui s’écoule entre l'arrét de toute

contraception et I'obtention d’une grossesse. Le DNC dépend du taux de fécondabilité :

DNC= 1/ fécondabilité=1/P

P=0 100%
P=001 97%

P=025 5%

¢ &

Nombre de cycles

Figure 2-1. Risque de ne pas avoir congu apreés n cycles pour les couples d’infertilité a 25%,
1% et 0%. Rin=risque d’étre infécond. D’aprés Reproduction et développement édition
Sauramps médical, C. Humeau, 2005.
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o Pour P=0,25: 5% des couples n"ont pas procréé apres un an.
o Pour P=0,01:97% des couples n’ont pas procréé apres un an.

o Pour P=0:0% des couples ont procréé au bout d’un an.
Ainsi pour un taux moyen de fécondabilité de 25%, le DNC est alors de 4 cycles.

A titre d’exemple, avec un taux de fécondabilité de 1%, le DNC passe a 100 cycles, c’est a
dire 8 ans. Classiquement, le DNC est considéré comme pathologique pour un délai
supérieur a 2 ans, ce qui implique une prise en charge médicale. Cependant, la conduite a
tenir est fonction de I'age de la femme. Notons aussi que la fécondabilité est variable en

fonction de la date des rapports ; elle est optimale a I'ovulation.

1-5. Stérilité

Ce terme souvent employé a tort définit les rares situations ol I'obtention d’une grossesse
naturelle est impossible, par exemple dans les cas d’azoospermie (vérifiée sur au moins deux

examens) et d’obstruction bilatérale des trompes.

2. Données épidémiologiques

2-1. L'importance de l'infertilité

L'infertilité n’est pas un probleme de couple rare. Selon de récentes études, 10-15% des
couples en Europe ont des difficultés a réaliser leur réve d’étre parent [1]. Un couple sur

sept consulte en France pour infertilité, soit 60 000 nouveaux couples par an.

Le nombre absolu de couples infertiles augmente avec I'accroissement de la population. En
2010, d’apres une étude mondiale de Maya N. Mascarenhas et al. (2012)[2], le nombre de

couples infertiles dans le monde a été évalué a environ 48,5 millions.

L'observatoire épidémiologique de la fertilité en France s’est basé sur un échantillon de 867
femmes de 18 a 44 ans, sans contraception, avec des rapports sexuels réguliers, interrogées
en 2007-2008 :

o 46% des couples n’ont pas obtenu de grossesse apres 6 mois ;
o 24% apres 12 mois ;

o 11% apres 24 mois
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Le pourcentage de couples sans grossesse aprés 1 an sans contraception est probablement
de I'ordre de 15 a 25 % ce qui constitue un probléme de santé non négligeable [3].

2-2. Les causes d’infertilité

2-2-A. Généralités

Parmi les causes d’infertilité :

o 33% sont d’origine féminine ;

o 20% sont d’origine masculine ;

o Dans 39% des cas, les deux membres du couple sont hypofertiles ;

o Dans 8% des cas, aucune cause n’est retrouvée et l'infertilité sera dite « inexpliquée
» [4].

Il faut souligner que la fécondité baisse avec I'age passant pour la femme de 25% par cycle a
I’age de 20 ans a un taux pratiguement nul a I'adge de 45 ans [5]. Il en est de méme pour les
hommes : s’ils ont plus de 45 ans, ils mettent cinqg fois plus de temps a concevoir qu’a 25 ans
[6]. On assiste a un recul de I'dge de la premiere grossesse en France, I'dge moyen a la
maternité en 1977 était de 26,5 ans. Il atteint 28 ans en 2010 (figure 2-2). Les raisons
principales sont notamment : la poursuite des études, la volonté de réussir
professionnellement, d’atteindre un confort matériel suffisant, et les tentatives d’unions
infructueuses. La proportion de couples réellement infertiles augmente avec la durée de

I'infécondité. L’age du désir du 1°" enfant continue & augmenter.

Cela explique une part non négligeable des demandes d’assistance médicale pour infertilités
dites « inexpliquées », liée a la baisse de la fertilité due a I’dge de 'homme et de la femme
[7]. Ainsi, au moment de la premiéere consultation, I'dge moyen des femmes est de 30 ans
pour les infécondités primaires et de 32 ans pour les infécondités secondaires alors qu’il est

pour les hommes respectivement de 32 ans et de 34 ans.
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Figure 2-2 : 3ge moyen a la maternité (toutes naissances et premieres naissances) (G. Pison,
Population & Sociétés, n° 465, Ined, mars 2010)[8].

2-2-B. Causes d’infertilité chez la femme

D’aprés I'étude multicentrique menée en 1989 en France par I'INSERM (Institut national de
la santé et de la recherche en France) [4], les causes principales d’infertilité sont répertoriées

sur la figure ci-dessous :

32,40%

Figure 2-3. Diagnostics médicaux chez 1551 femmes de couples infertiles (Thonneau et al.,
1991[4]).

40



Les étiologies de l'infertilité chez la femme sont répertoriées dans le tableau 2-1.

Tableau 2-1. Les principales causes d’hypofertilité chez la femme

Niveau de
. . Causes
I'anomalie
Insuffisance ovarienne primitive
Production des Insuffisance ovarienne secondaire a une insuffisance gonadotrope (atteinte
gameétes hypothalamique et/ou hypophysaire
Dysovulation : syndrome des ovaires polykystiques
Malformations utéro-vaginales (syndrome distilbéne)
Transit des - - — -
. Niveau tubaire : anomalies séquellaires
gametes

Salpingite (chlamydiae)
Grossesse extra-utérine (GEU)

Infection de la glaire

Insuffisance de production
Glaire cervicale

Présence d’anticorps anti-spermatozoides (ACAS)

Anomalies chromosomiques de I'ceuf

Insuffisance du corps jaune
Nidation

Endomeétre inapte, endométriose

+»+ Facteurs de risque d’infertilité [9] :

o L’age maternel

La fertilité est maximum vers 25 ans, diminue avec I'adge et devient quasiment nulle apres 45
ans, avec une proportion anormalement élevée d’anomalies génétiques a partir de 38 ans.
En FIV, la baisse de la production ovocytaire apres 35 ans est d’environ 50 %. Il existe un
vieillissement ovarien mais aussi de la muqueuse utérine qui devient moins propice a
I'implantation. De plus, lorsque la réserve ovarienne est diminuée quel que soit I'age de la
patiente, la fertilité devient tres faible : I’élévation du dosage de la FSH en début de cycle et

un test de réserve ovarienne défavorable traduisent une mauvaise qualité ovarienne.
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o Les infections génitales

Les risques d’obstruction tubaire sont particulierement liés aux infections génitales a

Chlamydia trachomatis et Neisseria gonorrhoeae (risque d’infertilité multiplié par 32).

o Letabac: allonge le délai de conception et diminue la réserve ovarienne.
o Les antécédents chirurgicaux: appendicectomie et chirurgie pelvienne avec un

risque d’infertilité multiplié par 5.

2-2-C. Causes d’infertilité chez I’"homme

D’apres cette étude multicentrique francaise [4], les principales anomalies du sperme en

cause dans l'infertilité sont répertoriées sur la figure 2-4.

30%

Figure 2-4. Anomalies du spermogramme chez les hommes consultant pour infertilité[4].
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Les étiologies de l'infertilité chez I’homme sont répertoriées dans le tableau 2-2.

Tableau 2-2. Les principales causes d’hypofertilité chez ’homme.

Niveau de Causes
I’'anomalie

Azoospermie non obstructive :
-Cryptorchidie bilatérales
-Orchite virale (oreillons)

Production des | Nulle -Causes génétiques (Klinefelter)

gametes Azoospermie obstructive :

-Agénésie bilatérale vésico-déférentielle
-Séquelles d’infection

Oligozoospermie :

-Cryptorchidie unilatérale

-Causes hormonales

-Prise de toxiques, de médicaments

insuffisante
-Autoimmunisations (ACAS)

anormales Tératozoospermie

Azoospermie obstructive congénitale :

Agénésie bilatérale vésico-déférentielle
Transit des

gametes Azoospermie obstructive acquise :
Séquelles d’infection

Troubles de Lésions neurologiques (diabete, séquelles de chirurgie de la prostate, accident

I’éjaculation : | de la voie publique)

Anéjaculation, Médicaments (psychogénes par exemple)
éjaculation
rétrograde

On distingue aussi des facteurs de risque d’infertilité chez ’lhomme [9]:

o Des facteurs urologiques
Les antécédents traumatiques, de torsion testiculaire uni- ou bilatérale, une cryptorchidie
opérée ou non constituent un facteur de risque d’azoospermie (X5). La présence d’une

varicocele multiplie le risque d’oligoasthénozoospermie par 4. Les antécédents d’infection

sexuellement transmissible (IST) multiplient le risque d’infertilité par 2.
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o Des facteurs liés au mode de vie

L’absorption habituelle de toxiques (alcool, tabac, drogue) et la malnutrition (vitamines A, C,
E, AA) entrainent d’une diminution de la numération spermatique. La spermatogenése est
aussi altérée par I'exposition prolongée a la chaleur et par la prise de certains médicaments

et aux perturbateurs endocriniens (pesticides, bisphénol A, phtalates).

o L'age
Ce facteur intervient mais de fagon moins prépondérante que chez la femme : il existe une
diminution du nombre de spermatozoides produits du fait de I'augmentation du tissu de

soutien du testicule (albuginée principalement). Ces altérations spermatiques ne s’observent

significativement qu’aprés 55 ans.
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III. Bilan de l'infertilité

1. Généralités

Le bilan d’infertilité est une étape importante dans la prise en charge d’un couple infertile en
vue d’une prise en charge en AMP. Aussi la question qui se pose est: quelle est la part
respective des facteurs féminins et masculins contribuant a cette infécondité ? Les deux
partenaires doivent étre explorés de maniére rationnelle et progressive. L’examen féminin
est brievement rappelé. Le bilan masculin sera ensuite détaillé, en particulier 'examen de la

morphologie du sperme qui fait I'objet de ce travail.

La premiere consultation est recommandée apres un an de rapports sexuels réguliers mais
est a adapter en fonction de I'dge de la femme. Les délais peuvent étre plus longs en
fonction des régions (ou I'acces a un gynécologue peut étre plus difficile, FIVNAT 2010) et

des temps d’explorations.

1-1. Rappel du bilan féminin d’infertilité
Le bilan féminin d’infertilité est rappelé dans les tableaux 3-1 et 3-2:

Tableau 3-1. : Résumé du bilan féminin d’infertilité Interrogatoire et Examen clinique.

Conduites addictives

troubles du cycle

algies pelviennes

la fréquence des rapports sexuels,
antécédents médicaux généraux
antécédents obstétricaux
-grossesses, IVG, IMG

-DES (distilbene) syndrome
-infections

Antécédents chirurgicaux abdominopelviens
Traitements

Interrogatoire

Indice Masse corporel (IMC)
L. Examen des seins

Examen clinique . .
Hirsutisme

Examen au spéculum + toucher vaginal
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Tableau 3-2 : bilan féminins examens complémentaires

Des examens
complémentaires

De 1°"® intention
-courbe ménothermique
-test post-coital
-échographie pelvienne
-bilan hormonal

De 2" intention :
-hystérosalpingographie (HSG)
-hystéroscopie

-ccelioscopie

Cas tres précis :
-Caryotype
-dosages immunologiques

1-2. Le bilan masculin d’infertilité

Le bilan doit toujours débuter par un interrogatoire complet ce qui va permettre d’avoir une

orientation vers une potentielle cause de l'infertilité. L'interrogatoire sera suivi d’'un examen

clinique et d’'un examen du sperme en premiére intention (tableau 3-3). Des examens

complémentaires seront demandés en fonction du contexte et des examens de premiere

intention.
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Tableau 3-3 : bilan masculin d’infertilité : interrogatoire.

INTERROGATOIRE

Profession exposition :

-Toxiques

-Chaleur

-Herbicides

-Pesticides

-Perturbateurs endocriniens

Risques liés au style de vie (conduites addictives, tabagisme, sédentarité,
sommeil, stress...)

Antécédents médicaux :

-Pathologie générale (diabéte, HTA, syndrome dépressif)
-Oreillons

Génito-urinaires :

-Cure d’ectopie testiculaire, hernie inguinale, ablation de kyste
-Cryptorchidie

-Torsion testiculaire

-Infection génitale

-Varicocele

-Hydrocele

-Malformation uro-génitale (hypospadias)

Traitements
-En cours
-Antécédents (dates, doses, durée) : chimiothérapie, radiothérapie

Evaluation de la fertilité :
-Personnelle
-Familiale

Fréquence des rapports sexuels
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Tableau 3-3suite : bilan masculin d’infertilité : Examen clinique et examens
complémentaires.

Examen général :

-IMC

-Evaluation de I'imprégnation androgénique (pilosité, gynécomastie)
-cicatrices chirurgicales (orchidopexie, cure de hernie ...)

Examen clinique Examen urologique :

-Verge : taille, hypospade

-Scrotum et testicules

-Volume testiculaire

-Palpation canaux déférents, épididymes

Spermogramme :

-Examen macroscopique : viscosité, volume, pH

-Examen microscopique : numération, cellules rondes, agglutinats, vitalité,
mobilité, spermocytogramme

Autres examens du sperme :

-Test de migration survie (TMS) ou test de capacitation des
spermatozoides

-Recherche d’anticorps anti-spermatozoides (ACAS)

Examens -Analyse bactériologique du sperme

biologiques et Autres explorations (en fonction du contexte et de 'examen clinique) :
autres explorations | -Biochimie du plasma séminal

-Dosages hormonaux

-Echographie scrotale et endorectale

-Examens génétiques (caryotype, biologie moléculaire, microdélétions du
chromosome Y, mutation du géne CFTR)

-Biopsie testiculaire avec analyse anatomo-pathologique

-Recherche d’une éjaculation rétrograde, test de pénétration croisée in
vitro, microscopie électronique

2. Analyse du sperme

2-1. Réalisation du spermogramme

Il s’agit de 'examen complémentaire de premiere intention. Différents paraméetres peuvent
interagir lors du cycle spermatogénétique (fiévre, prise médicamenteuse) et compte tenu de
la durée de la production dans le testicule (74 jours) et du transit dans I'épididyme (14
jours), un délai de trois mois doit étre respecté entre la réalisation de deux spermogrammes.
Les méthodes de réalisation sont détaillées dans le manuel de I'OMS 2010 qui est la

référence.
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o Lerecueil

Lors de la prise de rendez-vous le patient doit recevoir des informations claires sur les
modalités du recueil. Il est impératif de recommander un délai d’abstinence sexuelle de 2 a 5
jours avec un maximum de 8 jours sans éjaculation car les parametres du sperme varient en

fonction de I'abstinence sexuelle. Le recueil s’effectue au laboratoire.

o L'examen macroscopique
-La viscosité : le sperme est normalement liquéfié au bout d’'une demi-heure.

-Le volume normal est supérieur a 1,5 ml (OMS 2010)[10]. L'OMS recommande la
pesée de I'éjaculat dans son réceptacle. Il peut étre directement mesuré a la pipette

graduée.

- Le pH est compris entre 7,2 et 8. Inférieur a 7, il évoque une atteinte des vésicules

séminales (sécrétions basiques). Supérieur a 8, il oriente vers une pathologie prostatique.
o L’examen microscopique
- La numération des spermatozoides (normale supérieure a 15 M/ml)

e QOligozoospermie si concentration inférieure a 15 M/ml
® Azoospermie si aucun spermatozoide n’est retrouvé sur au moins deux

spermogrammes a trois mois d’intervalle.

- la numération des cellules rondes (cellules urétrales, cellules de la lignée germinale

et leucocytes).

En cas de cellules de la lignée germinale supérieure a 10% de la numération des
spermatozoides, il peut exister un trouble de la spermatogenése. Un taux de leucocytes

supérieur a 5% est une leucospermie et évoque une infection.
- Les agglutinats incitent a rechercher des anticorps anti-spermatozoides (ACAS).

- La vitalité : La nécrospermie (moins de 58% de spermatozoides vivants) évoque une

infection.

-La mobilité : selon la classification de la derniere édition 2010 de I'OMS, le

pourcentage normal de spermatozoides mobiles progressifs rapides et lents (a+b) est
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supérieur a 32% et supérieur a 40% de spermatozoides mobiles (a+b+c). En dessous c’est

une asthénozoospermie.

Les valeurs normales des parametres spermatiques sont récapitulées dans le tableau 3-4.

Tableau 3-4 : Normes des parameétres spermatiques (OMS 2010)[10].

Parametres spermatiques Normes OMS 2010
Volume >1,5ml
Numération des spermatozoides (par ml) > 15 millions/ml (M/ml)
Numération des spermatozoides (par éjaculat) > 39 millions
Mobilité des spermatozoides a la premiere Mobilité progressive a+b : > 32 %
heure apres I'éjaculation. Mobilité a+b+c: >40 %
Morphologie normale des spermatozoides >4 % (critéres stricts)
Leucocytes < 1 million/ml
pH entre 7,2 et 8
Vitalité des spermatozoides >58 %

2-2. Le spermocytogramme

Le spermocytogramme est |'appellation usuelle pour définir I'analyse morphologique des
spermatozoides humains qui évalue les anomalies morphologiques et notamment le
pourcentage de formes typiques (FT). Plusieurs classifications sont utilisées dans le monde.
Nous détaillons dans ce chapitre la classification de David qui est encore utilisée en France et

la classification de Kruger, classification internationale recommandée par ’'OMS.
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2-2.A.Classification de David (David et al.,, 1975)[11].

La méthode de David a été proposée en 1972 lors d’un colloque sur la fécondité et la stérilité

masculine et a été publiée en 1975.

Cette classification comportait au départ treize anomalies, sept pour la téte et six pour le
flagelle. L'originalité de la méthode repose sur la prise en compte de toutes les anomalies
observées grace a un systeme de classification a entrées multiples: un spermatozoide
porteur de plusieurs anomalies est défini par 'ensemble de ses anomalies c’est-a-dire qu’il

figure plusieurs fois dans la grille de classement a chacune des anomalies concernées.

Depuis les années 1970, de nombreux laboratoires frangais, publics et privés, ont adopté
cette classification, et a l'initiative de plusieurs biologistes, elle a été modifiée et améliorée
au début des années 1990 par I'équipe de Jouannet[12] qui a introduit I'lAM (Indice
d’Anomalies Multiples) puis par Auger & Eustache, 2000{13]. L'IAM est systématiquement
calculé et représente le nombre moyen d’anomalies associées par spermatozoide anormal

(normal <1,6).

La classification de David a été largement utilisée et I'est encore en France. Le pourcentage
de FT normal est supérieur a 30% dans cette classification. En dessous de ce seuil on parle de

tératozoospermie.

La classification de David recense en dehors des spermatozoides morphologiquement

normaux :

e sept anomalies de la téte: tétes allongées, amincies, microcéphales,
macrocéphales, multiples, acrosome anormal ou absent et base (région
postacrosomique) anormale.

* Trois anomalies de la piece intermédiaire (Pl) : reste cytoplasmique, Pl gréle et PI
angulée.

e cinq anomalies de la piéce principale : absente, écourtée, de calibre irrégulier,

enroulé et multiple.
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-La téte a un contour tres régulier ovalaire avec un grand axe mesurant 5um et un petit axe
mesurant 3um. (rapport grand axe/petit axe=1,66). L’acrosome doit couvrir 40 a 70% de la

surface de la téte, avoir un contour régulier et une texture homogene.

-La piece intermédiaire normale peu visible en microscopie conventionnelle. Elle mesure 1,5
fois la longueur de la téte, a un diametre de 0,6 a 0,8 um. Son grand axe est dans le
prolongement du grand axe de la téte. Elle présente un contour régulier et une texture

homogene.

-La piéce principale, c’est-a-dire le reste du flagelle mesure environ 45 um (soit environ 10
fois la longueur de la téte), a un diametre de I'ordre de 0,4 a 0,5 um et doit avoir un contour

régulier et un aspect homogene.

Figure 3-1 : Anomalies des spermatozoides : classification de David.

ANOMALIES DE FORME RESTE CYTOPLASMIQ
ET DE TEXTURE DE LA TETE SURFACE > 1/3 TETE
A MNORMAL

NORMAL \E L' ACROSOME

TETE: -’A\
A a'"

rnoﬂ- TROP PETIT ABSENT
PETIT IRREGULIER
INHOMOGENE

RP@@@

2-2.B. Classification de Kruger (criteres stricts)

Y AxEs DE La [
TETEET DU
FLAGELLE

2-2.B.1. Analyse manuelle
Une équipe de I'hopital de Tygerberg (Afrique du Sud) a travaillé sur la morphologie des

spermatozoides et a établi des critéres stricts trés précis pour I’évaluation de la morphologie

du sperme.
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La classification de Kruger (du nom de son inventeur) apporte des critéres tres stricts pour
définir un spermatozoide normal. Par ordre d’importance, 'anomalie est recensée d’abord
sur la téte, puis viennent dans I'ordre les anomalies de I'acrosome, de la piece intermédiaire

et du flagelle. C’est la classification recommandée par 'OMS.

La téte doit étre lisse, avec un contour régulier, ovalaire et symétrique. Elle mesure de 3 a 5
um de grand axe et de 2,5 a 3,5 um de petit axe. La région acrosomique doit représenter
entre 40 et 70% de la téte [14]. La région acrosomiale ne doit contenir aucune grande
vacuole et pas plus de deux petites vacuoles qui ne doivent pas occuper plus de 20% de la
téte du spermatozoide. La région post acrosomique ne doit contenir aucune vacuole.

La piece intermédiaire doit é&tre mince, réguliere et implantée dans I'axe médian de la téte
du spermatozoide. Elle mesure de 5 a 8 um et a une épaisseur de 0,5 um. Le résidu
cytoplasmique est considéré comme anormal lorsqu’il est supérieur au tiers de la taille de la
téte du spermatozoide [15].

La piéce principale doit avoir un calibre uniforme sur toute sa longueur, plus mince que la
piece intermédiaire et mesure environ 45 um de long.

L'index de tératozoospermie (TZl) peut étre calculé. Il correspond au nombre moyen
d’anomalies par spermatozoide anormal. Une valeur supérieur a 1,46 va dans le sens d’une
hypofertilité [14].

Trois groupes ont ainsi été individualisés en fonction du pourcentage de spermatozoides
typiques et la valeur pronostic sur leur pouvoir fécondant [16-18]:

o FT>14% :sperme normal
o 4%<FT<14 % :groupe G-pattern (groupe de bon pronostic)
o FT<4%:groupe P-pattern (groupe de mauvais pronostic).
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Figure 3.2 : Schémas de quelques anomalies des spermatozoides. (Extrait du manuel de
I’OMS 2010).

2-2.B.2. Analyse semi-automatisée ou CASA (Computer-aided
sperm analysis)

Le principe d’analyse d’images a le potentiel d’apporter des avancées majeures en terme de
guantification, d’objectivité et de reproductibilité pour I'analyse de la morphologie
spermatique. Plusieurs systemes sont actuellement commercialisés. lls réalisent I'analyse de
la morphologie de la téte et de la piece intermédiaire du spermatozoide et parfois de la
piéce principale. Le systéme CASA (Computer-assisted sperm analysis) classe généralement
la téte et la piece intermédiaire du spermatozoide comme normale ou anormale. Le résultat
donne aussi la moyenne des dimensions de la téte et de la piece intermédiaire, I'ellipticité et
la régularité de la téte ainsi que la mesure de l'aire de I'acrosome, cette derniere étant tres

dépendante de la qualité de la coloration (seules les colorations Diff-Quick ou de
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Papanicolaou sont recommandées)[18]. Dans notre centre, nous utilisons le systeme

commercialisé par Hamilton Thorne Research.

«» Hamilton Thorne Research IVOS

Parmi les systemes qui existent, Le Hamilton Thorne Research IVOS (Systeme Optique Visuel
Intégré) est 'un de ces automates qui ont été développés aux Etats-Unis. C'est le premier
systeme a utiliser la méthode d’authentification électronique. Dans cette méthode, en plus
de réaliser des mesures axiales, la forme du spermatozoide est aussi mathématiquement
mesurée pour déterminer la normalité du spermatozoide (manuel d’utilisation Hamilton
Thorne HTM-IVOS). Les parameétres utilisés par le logiciel sont les critéres stricts validés par

le Dr. Kruger lui-méme.

e HTM-DIMENSIONS est le programme de morphologie de Windows. Il classifie
automatiquement les spermatozoides humains par analyse stricte.
e L'IVOS (Systeme Optique Visuel Intégré) est une combinaison optique/ordinateur

avec le systeme optique et I'ordinateur dans la méme unité.

La lame a analyser est insérée sur la platine du microscope, électroniqguement placée au-
dessus de la source lumineuse. Lillumination se fait a une longueur d’onde de 662 nm.
L’observateur sélectionne une image contenant un spermatozoide et fait la netteté sur le
flagelle du spermatozoide ainsi que le réglage de la Iluminosité. Au moins 200
spermatozoides par lame examinée sont étudiés a I'objectif 100 a immersion sous huile. Une
cellule est classée par le logiciel selon trois catégories, normale, subnormale ou anormale. Le
spermatozoide anormal va étre sous classifié en un certain nombre d’anomalies spécifiques
(forme et taille de la téte, acrosome et flagelle). L’examinateur sélectionne un certain
nombre de champs afin d’obtenir le nombre nécessaire de spermatozoides. A la fin de
I’analyse, I'examinateur élimine les images non conformes (contours du spermatozoide mal

pris, taches de colorant ou cellule autre gu’un spermatozoide) (annexe 1).
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Figure 3-3 : Hamilton Thorne Research

Patient: Baker Date: D3/19/1998

No. % No,
Mormal E E Abnormal El
Morph Index Slight Amorph
Cells Tolal Abnorm

Tapered Too Long EI
Round El Too Short E’
Thin (11| Tao Wide [0 |
Elangated EI Too Marrow E
Sev Amorph [3 | Tail: Bent [3 |
Midpiece Tail: Abaxial [ |
Acro: Small Tail; Coiled 15|
Acro: Large [0 |

Stain No. of frames [73_|

Figure 3-4 : Exemple de résultats (Hamilton Thorne Research).

56



IV. Morphologie spermatique et revue de la littérature

1. Introduction

La morphologie du spermatozoide constitue un parametre important dans I'exploration de
la qualité du sperme d’un homme infertile. Cependant son évaluation est dépendante de la
méthodologie utilisée et de I'entrainement de I'observateur. Le spermatozoide est
I'aboutissement d’un long processus de différenciation survenant au cours de la
spermiogenese et de la maturation durant le transit épididymaire. Chacune de ces étapes
peut étre altérée avec pour conséquence une production excessive de spermatozoides
anormaux appelée tératozoospermie. Le seuil pathologique pour définir la tératozoospermie
dépend des classifications utilisées. On parle de tératozoospermie isolée, lorsque les autres

parametres spermatiques sont normaux.

L'analyse de la morphologie spermatique est soumise a un nombre important de difficultés
comme le manque d’objectivité avec des variations d’interprétation entre les différents
laboratoires mais aussi dans un méme laboratoire imputable a la subjectivité de la lecture
humaine [10, 19]. Les variations observées sont également liées au manque de
standardisation des méthodes d’examen [20] et au choix de la classification [21]. Il existe de
nombreuses classifications dans le monde ce qui rend la standardisation de cet examen
difficile. En 2010, I'OMS a publié un nouvel ouvrage qui a essayé de standardiser les
pratiques et ainsi rendre a cet examen son intérét diagnostic qui a baissé au fil des

modifications des classifications.

2. Spermocytogramme : les débuts

Les premiéres études concretes de la morphologie des spermatozoides ont débuté dans les
années 1960-1970 avec les travaux de Mac Leod (1970) et de plusieurs autres équipes
comme Eliasson et Van Dujin (1972)[22]. Les études morphométriques menées par Van
Duijn et son équipe ainsi que par les travaux d’Eliasson ont fourni des 1972 des dimensions
précises pour définir la téte normale du spermatozoide. Le seuil normal de FT était fixé a

60% a cette époque.

En 1975, en France, le docteur Georges David [11] propose une classification qui sera

largement et exclusivement utilisée en France. La classification de David définit le
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spermatozoide normal a partir de spermatozoides récupérés dans le mucus cervical en
postcoital. Un spermatozoide porteur de plusieurs anomalies est identifié par I'ensemble de

ses anomalies.

Au début des années 1990 puis en 2000 (Auger & Eustache)[13], cette classification a subi
des modifications avec une redéfinition des catégories d’anomalies et I'apparition de I'lAM.
L'IAM est considéré comme un indicateur prédictif significatif du pouvoir fécondant des
spermatozoides aussi bien in vivo qu’in vitro. La valeur du pourcentage de spermatozoides

typiques a été baissée a 50 %.

Au méme moment, David Mortimer et Roelof Menkveld (2001)[15] travaillent avec Thinus
Kruger a I'hbpital de Tygerberg en Afrique du Sud. lls s’intéressent a la morphologie des
spermatozoides et a son intérét dans I'évaluation de la fertilité masculine. lls créent une

classification qui deviendra une référence mondiale.

La classification de Kruger est décrite comme étant plus sévere et plus discriminante que les
autres classifications [18] avec une meilleure valeur prédictive positive sur les résultats de
FIV que la classification de David [23, 24].

Il est recommandé d’analyser au moins 100 spermatozoides pour fournir une évaluation
acceptable du pourcentage de spermatozoides typiques, la référence étant 200
spermatozoides ([21] ; [25] ; [10] et cahier de Bioforma 2009).

3. Organisation Mondiale de la Santé

3.1. Evolutionde 1987 a 2010

La classification des spermatozoides a évolué au fil des différentes éditions de I'OMS avec

une baisse importante du seuil normal de FT.

o La premiére édition de 'OMS en 1980 définit un seuil de FT a 60% d’apres les
travaux de Mac Leod et Eliasson. Elle ne détaille pas la maniere de classer les

spermatozoides.

o La deuxiéme édition de 1987 de I'OMS n’apporte qu’'une modification du seuil

normal de FT qui est abaissé a 50%.
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o La troisieme édition de 1992 adopte une classification multiparamétrique dite
« approche libérale » de la morphologie des spermatozoides avec I'lAM décrit par
Jouannet et al. en 1988 [12]. Quatre catégories sont définies : la téte, la PI, le flagelle
et la gouttelette cytoplasmique. En 1997, 'OMS apporte quelques modifications. Le
seuil normal de FT est fixé a 30%. L'IAM est remplacé par « un indice de
tératozoospermie » ou TZI. Le TZI correspond au nombre moyen d’anomalies par
spermatozoide anormal. Cet indice donnerait une indication sur le pouvoir fécondant
du sperme et est un élément supplémentaire pour l'interprétation de I'analyse du

sperme [26].

o L'OMS 1999 (4éme édition) adopte de nouveaux critéres : les critéres stricts de Kruger.
La valeur seuil de normalité n’est pas officiellement changée mais un seuil a 14% est
notifié dans cette version. L'OMS 1999 peut donc étre considérée comme une
intégration de la classification de I'OMS 1992 et de la classification des criteres stricts
de Tygerberg. Avec l'arrivée des criteres stricts, le réle de I"acrosome devient tres

important dans la définition du spermatozoide idéal.
o Enfin, la cinquiéme édition de I’'OMS en 2010 a entierement adopté les criteres

stricts de Kruger pour I’évaluation de la morphologie spermatique avec un seuil de FT
a4 %.
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Tableau 4-1 : différentes classifications de la morphologie des spermatozoides.

Classifications Seuils FT Références
MaclLeod 60 % Macleod, 1964, 1970
David (France) 30% David et al., 1975

Dusseldorf

Hoffman et al., 1985

Critéres Stricts de Kruger | FT > 14 % normal
4 % < FT < 14 % : subfertilé

FT <4 % : hypofertilité

Kruger et al., 1986, Menkveld,
1987, Menkveld et al., 1990

Approche libérale de Mac 60 % (1980) Organisation mondiale de la santé
Leod et Eliasson (OMS), 1980-1987
50 % (1987)
Approche libérale Mac 30 % OMS, 1992 (3°™ édition)
Leod et Eliasson +IAM
(Jouannet)
Critéres Stricts de Kruger 14 % OMS, 1999 (4°™ &dition)
Critéres Stricts de Kruger 4% OMS, 2010 (5°™ édition)

3.2. OMS 2010 : vers la standardisation

Le manuel récemment révisé de I’'OMS 2010 fournit un atlas détaillé des critéres stricts pour
essayer de standardiser les pratiques [27]. Les planches ont été validées par un seul expert :
Thinus Kruger. L'étude publiée dans I'OMS 2010 par I'équipe de Cooper a permis la
détermination d’'un seuil normal a 4%. Cette équipe a regardé la morphologie des
spermatozoides de 4500 hommes issus de 14 pays de quatre continents différents qui ont
fait preuve de leur fécondité en moins d’un an [28]. La valeur trés basse de 4% correspond
géme

au percentile.

4. CASA etrevue de la littérature

Les variations intra laboratoire et inter laboratoires pour I'analyse de la morphologie
spermatique sont un phénomeéne bien connu pour toutes les classifications y compris pour
les criteres stricts [18]. Les études réalisées sur le sujet montrent que le personnel réalisant
quotidiennement des spermocytogrammes a une nette tendance a étre de plus en plus strict
dans sa lecture au fil du temps [15, 23, 24, 29].
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La comparaison entre les méthodes conventionnelles manuelles et I'analyse assistée par
ordinateur a été effectuée pour I'examen morphologique des spermatozoides[23, 24]. La
variation intra-opérateur est beaucoup plus élevée pour les méthodes conventionnelles que
pour le CASA (coefficient de variation =0,43 pour les méthodes conventionnelles contre 0,08
pour le CASA dans I'étude réalisée par Marnet B.). Cette étude a conclu que I'analyse par le
CASA a une valeur prédictive légerement supérieure aux techniques manuelles (critéres

stricts).

Quelques études ont montré que l'utilisation des systemes automatisés (CASA) pour la
morphologie spermatique permet une meilleure corrélation entre celle-ci et les résultats en
FIV par rapport aux méthodes manuelles [30, 31] sans avoir les biais de reproductibilité et de
répétabilité de ces dernieres [19, 25]. Ces équipes ont montré de bons taux de fécondation
pour un seuil de FT supérieur ou égal a 5%. Cependant des études complémentaires sont

nécessaires pour confirmer ces travaux [30].

La reproductibilité et la précision des méthodes automatisées peuvent cependant étre
compromises par des défaillances méthodologiques comme la mise au point, l'illumination,
la préparation de I'’échantillon et la coloration [32] ainsi que par des difficultés techniques
qui peuvent altérer la distinction entre la téte d’un spermatozoide et un débris cellulaire, en
particulier lorsque la concentration en spermatozoides est basse [25, 32]. Il semble que
I’automate ne puisse pas compenser les défauts de préparation des lames d’échantillons de
sperme ni les artéfacts. De petites différences de niveau de gris de |'arriére-plan par rapport
a la coloration des cellules peuvent aboutir a une classification incorrecte ou une incapacité
a identifier les cellules comme des spermatozoides, ce qui aura pour conséquence

I’altération de la fiabilité des résultats.

De plus I'analyse du flagelle par ces méthodes est incompléte. L'argument de la société de
commercialisation de l'appareil est que le flagelle est mieux analysé par I'étude de la
mobilité [23]. Enfin le systeme ne peut pas réaliser I'analyse lorsque les numérations en

spermatozoides sont trop basses.

La préparation du sperme pour 'analyse sur CASA doit étre réalisée selon un protocole bien
précis (détaillé dans ’'OMS 2010, 5°™ édition et dans I'étude de Coetzee et al., 1997)[33] et il

est recommandé d’analyser au moins 200 spermatozoides [25] pour pallier a ces biais.
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5. Valeur prédictive de la morphologie spermatique dans
I'insémination intra-utérine (I1U)

C’est la plus ancienne des techniques d’AMP. En effet, les premiers résultats ont été publiés
en 1789 par Hunter.

5.1. Principe et indications

Cette technique a pour objectif de faciliter la rencontre des gamétes males et femelles a
I'intérieur de I'appareil génital de la femme. Elle consiste a introduire instrumentalement les
spermatozoides dans la cavité utérine. Les techniques de préparation du sperme vont
sélectionner une fraction de spermatozoides mobiles, capacités, permettant de déposer un
grand nombre de spermatozoides mobiles dans la cavité utérine. Cependant I'llU, excluant le
passage dans le mucus cervical, prive les spermatozoides d’'un milieu favorable a leur
maintien et a leur survie pendant plusieurs jours (plutét de I'ordre de quelques heures).
Ainsi une synchronisation précise entre I'llU et I'ovulation est nécessaire (stimulation pauci-

folliculaire et déclenchement de I'ovulation).

Les indications se sont considérablement élargies au fil des ans. Plusieurs causes d’infertilité

sont parfois associées (The ESHRE Capri Workshop Group, 2009).

o Trouble de I’éjaculation

o Facteur cervical : trouble de la glaire cervicale en quantité et qualité ; Ia
dysmuccorhée est diagnostiquée devant un test post-coital négatif

o Facteur masculin : oligoasthénotératozoospermie modérée, hypospermie

o Facteur immunologique : anticorps antispermatozoides

o Facteur inexpliqué : spermogramme normal, test post-coital normal, cycle normal,
intégrité tubaire et cervicale. L'intérét théorique de ces inséminations est
d’optimaliser la fécondité du couple en agissant sur les facteurs masculins
(insémination) et féminins (stimulation de I'ovulation). La durée de l'infertilité prend
ici toute son importance.

o Utilisation de gonadotrophines dans les traitements des dysovulations.
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5.2. Role de la morphologie spermatique en IIU

L'llU est une méthode simple, non invasive et moins colteuse que la FIV/ICSI [34, 35]. En
conséquence, la connaissance des facteurs qui peuvent négativement influencer |'efficacité
de I'llU est d’une grande importance, en particulier pour faire le choix de réaliser une U
plutét que d’avoir systématiquement recours en premiére intention a des techniques plus

invasives.

Les indications les plus fréquentes de I'llU sont I’hypofertilité masculine légére a modérée et
inexpliquée [36, 37]. L'llU peut augmenter de fagon significative les chances de grossesse
dans ces infertilités masculines modérées ou inexpliquées, par rapport aux taux de

grossesses spontanées [38].

La réalisation de trois cycles d’'llU offrent autant de chance de grossesses cumulées qu’en

FIV, technique plus couteuse, dans les infertilités masculines modérées et inexpliquées [39].

La tératozoospermie associée a des anomalies des autres parametres spermatiques telles
gue la mobilité et/ou la numération est reconnue comme étant un facteur négatif sur les

taux de grossesse en 11U [40-42].

Lorsqu’il s’agit de I'impact de la tératozoospermie isolée sur les résultats en 1lU, les études
sont jusqu’a ce jour encore confuses [43]. Certains auteurs retrouvent une valeur prédictive
de la morphologie spermatique sur les taux de grossesse en IlU, significativement inférieurs

dans les tératozoospermies [43-46].

D’autres auteurs montrent une baisse du taux de grossesse ainsi que du taux cumulé de
naissance vivante chez les couples pour lesquels était observée une tératozoospermie isolée
par rapport aux couples pour lesquels I’homme avait une morphologie spermatique normale
[42] [47].

Certains auteurs montrent en revanche que la morphologie des spermatozoides seule n’a
pas de valeur prédictive sur les résultats en IlU quel que soit I'importance de la

tératozoospermie [48-50].

La prise en charge des patients avec une tératozoospermie isolée est controversée et
dépendante de chaque centre. Alors que certains vont réaliser en premiére intention une
ICSI, d’autres débuteront leur prise en charge par des IIU. lls se basent sur leur recul par
rapport a leur pratique quotidienne et sur les études réalisées en sachant qu’elles utilisent

des méthodologies et des classifications différentes, ce qui rend les comparaisons difficiles.
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6. Valeur prédictive de la morphologie spermatique dans la fécondation
in vitro (FIV) dite «classique»

6.1. Principe etindications

Cette technique d'AMP cherche a reproduire au laboratoire, la fécondation et les étapes
précoces du développement de I'ceuf fécondé. A l'intérieur d'une boite de culture, la
rencontre des gametes est organisée dans un milieu de culture spécifique. Quelques jours
apres la fécondation, un ou plusieurs embryons obtenus in vitro sont transférés dans
I'utérus de la patiente.

A l'origine, cette technique a été proposée comme réponse a la stérilité tubaire définitive
(trompes obstruées, absentes ou non fonctionnelles). Depuis, les indications (parfois

associées) se sont étendues :

o AVlendométriose

o Aux échecs d’insémination

o Auxinfertilités inexpliquées

o Aux anomalies modérées de sperme (oligo-, asthéno-, ou tératozoospermie

modérée).

Malgré les succes enregistrés dans cette derniere indication, les altérations importantes des
parametres du sperme constituaient il y a quelques années, des causes fréquentes d’échec
de FIV. En 1992, l'introduction de la technique de micro-injection du spermatozoide dans
I’'ovocyte (ou ICSI pour intracytoplasmic sperm injection) a révolutionné la prise en charge

des infertilités d’origine masculine.

6.2. Role de la morphologie spermatique en FIV.

Différentes études ont montré que les éjaculats ayant des valeurs tres basses de numération
et de mobilité sont de bonnes valeurs prédictives d’obtention de taux faibles de fécondation.
Si on s’intéresse uniquement a la morphologie spermatique, les études sont plus

controversées [51].
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La morphologie spermatique est I'un des meilleurs parametres prédictifs des résultats en FIV
pour de nombreux auteurs [16, 17, 25, 30, 52-54].

Cependant, le vrai potentiel de ce parametre a été sous-estimé a cause de plusieurs facteurs
comme les variations inter et intra laboratoires [19]. Les facteurs responsables de ces

variations ont été évoqués précédemment.

L'utilisation des criteres stricts de Kruger semble avoir une meilleure valeur prédictive que
les autres classifications [16, 17, 23, 24, 30]. La définition d’un seuil de FT au-dela duquel il y
aurait une amélioration significative des taux de fécondation et/ou de grossesse est variable
d’une équipe a une autre. Ce seuil a été défini a 14% dans plusieurs études [16, 17] mais on
retrouve dans la littérature des seuils a 10% [55], 12% [54], 13% [24] ou 16% [23].

Ainsi I'arrivée de I'ICSI a permis de proposer d’emblée cette technique aux patients avec une
tératozoospermie isolée afin d’améliorer les taux de fécondation et/ou les taux de grossesse
mais surtout d’éviter les échecs de fécondation [55]. Mais I'impact de la tératozoospermie

isolée sur les résultats de FIV est de plus en plus controversé.

En effet certains auteurs montrent que la tératozoospermie isolée n’a pas d’impact sur les
résultats en FIV et n’est pas une indication a la réalisation d’une ICSI [56-58]. L'équipe de
Figueireido et al. (1996)[59] a montré une absence de différence significative des taux de
fécondation en fonction du taux de FT. Mais cette étude est malheureusement biaisée par le
fait que plus le taux de FT était bas plus ils ont augmenté de facon significative le nombre de

spermatozoides inséminés.

La tératozoospermie semble étre devenu un facteur insuffisant, lorsqu’elle est isolée, pour
prédire les résultats de FIV [51, 60, 61] car il est possible d’observer de bons taux de
fécondation pour des tératozoospermies sévéres [62]. Ainsi certains prétendent qu’une
tératozoospermie isolée ne devrait pas conduire a la réalisation d’ICSI en premiére intention
[63]. Lundin et al. (2007)[55] ont ainsi réduit significativement leur nombre d’ICSI réalisé en

ne proposant plus d’ICSI sur des tératozoospermies isolées quel que soit le taux de FT.
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7. Valeur prédictive de la morphologie spermatique dans la
fécondation in vitro avec micro-injection ou ICSI (Intra-Cytoplasmic
Sperm Injection).

La premiere ICSI a été réalisée par le Dr G. Palermo en 1992 alors que jusque-la n’était
réalisée que la SUZI (subzonal insemination) avec des taux de fécondation plus élevés que
celui des ovocytes soumis a la SUZI. La supériorité de I'ICSI sur la SUZI en termes de résultats
fut ensuite confirmée par la méme équipe belge sur des séries plus importantes [64]. Depuis

1992, des dizaines de milliers d’enfants sont nés apres I'ICSI.

7.1. Principe et indications

L’ICSI est une FIV avec fécondation assistée. On parle de FIV avec ICSI (opposé a la technique
de FIV « classique »). Il n’y a que I'étape de fécondation qui varie par rapport a la FIV
classique. Elle consiste a injecter, a I'aide de micromanipulateurs, un spermatozoide dans le
cytoplasme d’un ovocyte en métaphase de deuxiéme division (métaphase Il). Il pourrait
apparaitre confortable, en court-circuitant grace a I'ICSI les étapes initiales de I'interaction
gamétique, de se prémunir contre un certain nombre d’échecs de fécondation. Cependant il
ne faut pas oublier que le recul historique de I'ICSI remonte seulement a 1992 (contre 1978

pour la FIV classique) et que cette technique est plus invasive.

Selon le registre FIVNAT, la majorité des indications de recours a I'ICSI est masculine (environ
70% en 2004) associée ou non a un probleme féminin. Dans 30% des indications, le recours a
I'ICSI est motivé par un échec de fécondation ou paucifécondation lors d’'une FIV classique

précédente.
o Oligoasthénotératozoospermie

A I'heure actuelle, il n’existe pas de consensus sur un seuil critique de spermatozoides
mobiles et normaux en dessous duquel le recours a I'ICSI serait indispensable, ni de test
fiable et non invasif pour prévoir la fécondance des spermatozoides in vitro. En I'absence de
données consensuelles, I'indication de FIV classique ou d’ICSI est basée sur des seuils
empiriques propres a chaque laboratoire (nombre de spermatozoides mobiles et normaux

obtenus aprés capacitation).
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o Asthénozoospermie totale isolée

Dans cette situation, le test hyposmotique permet de distinguer les spermatozoides vivants

a flagelles incurvés des spermatozoides morts.
o Anticorps anti-spermatozoides

Dans ce cas, il n’y a pas de reconnaissance et de fusion entre |'ovocyte et le spermatozoide
et donc pas de fécondation. Il est préconisé d’avoir recours en premiere intention a I'ICSI
lorsqu’il y a plus de 80% de spermatozoides avec des anticorps fixés sur la téte et/ou le

flagelle.
o Echec ou paucifécondation en FIV classique

L’ICSI est proposée en seconde intention lors d’échec de fécondation en FIV classique ou

lorsque le taux de fécondation est inférieur a 30%.

7.2. Role de la morphologie dans I'ICSI

Ce chapitre ne sera pas développé car il ne fait pas I'objet de notre travail.

Il a été observé que pour les indications tubaires avec sperme normal [65] ou les infertilités
inexpliquées aprés échec d’insémination [66], le recours a I'ICSI n’améliorait pas
significativement le taux de fécondation. L'ICSI a été utilisée pendant plusieurs années
lorsqu’était diagnostiquée une tératozoospermie isolée. L'objectif était d’améliorer les taux
de fécondation ce qui est comme nous I'avons évoqué au paragraphe précédent de plus en
plus controversé dans la littérature. Alors que certains auteurs ont montré en leur temps
une amélioration des taux de fécondation en ICSI versus FIV [67, 68], plusieurs études
avancent le contraire en ne trouvant pas d’amélioration significative sur les résultats en

terme de taux de fécondation et/ou de grossesse [24, 56, 57, 61, 69].

Il est bien sur clair que nous ne sommes pas dans le cas d’anomalies morphologiques

monomorphes comme une globozoospermie ol les chances de fécondation sont nulles.

Il est cependant tres difficile de comparer les différentes études car beaucoup sont des
études rétrospectives, non randomisées avec des parameétres étudiés différents rendant les
comparaisons difficiles. Certaines ont un faible nombre de patients inclus et des
méthodologies différentes sont utilisées d’une étude a une autre. D’autres n’ont évalués que
le taux de grossesse [60, 61], avec des définitions différentes de la grossesse selon les

auteurs.
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Le but de notre étude prospective a consisté a évaluer I'impact de la morphologie
spermatique analysée en criteres stricts par I'IVOS sur nos tentatives de FIV et d’llU sur
I'année 2012. Nous avons essayé de déterminer un seuil au-dessus duquel la morphologie
spermatique a une bonne valeur prédictive positive sur les taux de fécondation (TF) et les

taux de grossesse dans ces deux techniques.

L. MATERIELS ET METHODES

1. Population étudiée

Il s’agit d’une étude prospective. Elle rassemble I'ensemble des tentatives réalisées en FIV
classique et en IlU avec sperme de conjoint frais sur une partie de I'année 2012 au
laboratoire d’AMP du CHU de Limoges.

L'ensemble des tentatives comprend les FIV classiques consécutives (n=133) avec le sperme
du conjoint frais quel que soit I'indication de la FIV ainsi que les [IlU consécutives (n=103)

avec le sperme du conjoint frais.

L'analyse s’est faite de facon bien distincte : I'analyse des données de FIV d’une part, et
I’'analyse des données en IIU d’autre part. Les données ont été recueillies en respectant

I’'anonymat des couples.

Les critéres de non inclusion dans notre étude étaient les tentatives avec sperme de
donneur, avec spermatozoides préalablement congelés, recueillis dans les urines ou prélevés

chirurgicalement et enfin avec des auto-anticorps anti-spermatozoides.

2. Préparation du sperme pour les tentatives de FIV et d’llU

Le sperme a été recueilli par masturbation le jour de la tentative, aprés 2 a 4 jours
d’abstinence. Apres 30 a 40 minutes de liquéfaction a I'étuve a 37°C, I’échantillon de sperme

a été analysé.

La concentration et la mobilité spermatiques ont été évaluées selon les méthodes et les

normes de la version 2010 de ’'OMS avant et apres capacitation.
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Les spermatozoides ont été capacités grace a la méthode de sélection sur gradient de
densité (PureSperm® ; Nidacon International). Aprés succession d’une centrifugation et d’'un
lavage, une fraction de spermatozoides mobiles a été sélectionnée pour la fécondation. Il a

été parfois nécessaire de demander un deuxieme recueil.

3. Analyse de la morphologie spermatique

3.1. Comparaison David/Kruger
Pour analyser la corrélation entre les deux classifications, 30 lames ont été sélectionnées au
hasard et analysées selon les deux classifications (David et Kruger) par la méme personne.
Les lames pour I’évaluation en David ont été réalisées avec 10 pl de sperme et colorées avec
une coloration de Schorr. Les 200 spermatozoides examinés ont été classés en formes
typiques ou atypiques. Les mémes échantillons ont été analysés en criteres stricts de Kruger

selon la méthodologie adaptée au CASA (voir ci-dessous).

3.2. Analyse avec le CASA

Pour chaque lame de cytologie ont été déposés 10 ul de sperme préalablement dilué en
fonction de la concentration en spermatozoides selon un protocole précis décrit pour
obtenir un nombre relativement constant de spermatozoides [25]. Les lames ont ensuite été
colorées selon la méthode équivalente Diff-quick (kit RAL 555, CNL®) en accord avec les
recommandations de 'OMS et de Kruger et al. (1987, 1996)[70, 71].

Le séchage des lames s’est fait a I'air libre. Avec ce protocole la coloration de I'arriere-plan
est minimale, nous obtenons ainsi un bon contraste et une bonne qualité de coloration. Les
lames ont ensuite été analysées sur I'automate Hamilton Thorne Research [70] : dans un
premier temps, plus de 200 images de spermatozoides ont été sélectionnées. Dans un
deuxieme temps, les images non conformes ont été éliminées par I'auteur. Toutes les lames
ont été analysées par l'auteur pour éliminer un biais de lecture inter opérateur. Cette
personne a recu la formation de bonne utilisation de I'automate par le représentant

européen du Hamilton Thorne Research.

La morphologie a été évaluée pour les IIU sur les spermatozoides avant capacitation et pour

les FIV sur les spermatozoides avant et apres capacitation.
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4. Tentatives de FIV : déroulement de la tentative

La stimulation ovarienne a été réalisée soit avec un protocole long avec des agonistes de la
GnRH (Décapeptyl 3%, Beaufour-lpsen, Boulogne, France) et de la FSH recombinante (Gonal F©,
Merck Serono, Lyon, France ou Puregon®, Shering Organon, Puteaux, France), soit avec un
protocole court avec des agonistes de la GnRH (Décapeptyl 0,1 , Beaufour-lpsen, Boulogne, France)
et la FSH recombinante (Gonal F® ou Puregon®), soit avec un protocole antagoniste de la GnRH
(Cétrotide , Merck Serono, Lyon, France) et FSH.

Les patientes ont été déclenchées par une injection en sous-cutanée de 0,5 mg d’HCG
recombinante (Ovitrelle, Merck, Lyon, France). Le déclenchement se fait en fonction du
nombre et de la taille des follicules ainsi que du bilan hormonal par décision du

gynécologue.

La ponction folliculaire a été réalisée 35 heures aprés le déclenchement par le gynécologue
au bloc opératoire sous sédation puis transmise au biologiste. Chaque tube prélevé a été
examiné sous loupe binoculaire et les complexes cumulo-ovocytaires ont été triés et
nettoyés dans un milieu de rincage. Aprés récupération, les ovocytes ont été comptés et mis
dans I'lVF Medium® (Origio) puis placés a I'étuve a 37°C sous 5% de CO, en attendant

I'insémination.

Au moment de l'insémination, les ovocytes ont été distribués par 5 avec environ 50 000
spermatozoides capacités dans les puits contenant 0,5 ml d’IVF médium®. Un changement
de milieu a été réalisé 3 heures apres la FIV pour la majorité des tentatives. Le lendemain, au
moment de [’évaluation de la fécondation, les ovocytes ont été distribués dans des
microgouttes de 30 ul d’ISM1® (Origio) le nombre d’ovocytes matures (Mll) a été noté. A J2,
aprés le transfert embryonnaire, les embryons surnuméraires sont mis dans des
microgouttes de CCM 30® (Vitrolife, Goteborg, Suéde) jusqu’a J5. Pendant toute cette
période, les boites de culture sont placées a 37°C sous 5% de CO,. Les boites sont sorties le

minimum possible pour I'observation des embryons.

La culture in vitro des embryons et I'observation des embryons

La culture in vitro s’est déroulée sur deux ou trois jours pour les délais classiques ou sur six
jours pour les cultures prolongées en milieu séquentiel jusqu’au stade de blastocyste
(ccm30¢®, Vitrolife, Goteborg, Suede). L'ovocyte est fécondé lorsque I'on observe deux
pronuclei 15 a 20 heures apres la mise en fécondation. La qualité du zygote a été évaluée
selon la classification des « Z » ([72], annexe 2) puis une nouvelle évaluation a eu lieu a la

26°™ heure pour noter les clivages précoces. Au deuxiéme et troisieme jour, les embryons
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ont été typés en fonction de la régularité des blastomeres, de leur nombre, de la présence
de blastomeres multinucléés, de la présence de fragments cytoplasmiques et de leur
importance par rapport au volume embryonnaire (annexe 3). Les embryons non transférés
et non congelés précédemment ont été conservés jusqu’au cinquieme jour.

Les embryons surnuméraires ont été congelés lorsqu’ils répondaient aux criteres de

congélation.

Le transfert est réalisé au centre d’AMP par le gynécologue agréé avec des cathéters de
différents types : cathéter simple (Frydman classique catheter 4,5® CCD, Paris, France),
cathéter double lumiere (Frydman soft 4,5 with guide, CCD, Paris, France) ou cathéter
difficile (Frydman memory catheter 4,5®, CCD, Paris, France). La supplémentation de la phase
lutéale est faite avec de la progestérone naturelle administrée par voie vaginale (Estima®,

Effick, Bievres, France).

Nous avons évalué le taux de fécondation (TF) qui correspond dans notre étude au nombre
de zygotes normaux obtenus sur le nombre d’ovocytes en MIl a J1. Un taux de fécondation
<30% est considéré comme une paucifécondation et un taux de fécondation > 30% est

considéré comme un succes de fécondation.

Nous avons aussi évalué le taux de grossesse. Une grossesse biologique correspond a un
taux de BHCG > 100 Ul/ml 14 jours apres le transfert embryonnaire. Une grossesse
échographique correspond a la présence d’un ou plusieurs sacs avec une activité cardiaque a
I’échographie précoce réalisée trois a quatre semaines apres le transfert embryonnaire. Une

grossesse est dite évolutive lorsqu’elle dépasse les douze semaines d’aménorrhée.

5. Tentatives d’llU

Les stimulations ovariennes ont été réalisées avec de la FSH recombinante (Puregon ou
Gonal F). La surveillance pendant la stimulation s’est faite par des échographies et des
dosages hormonaux sanguins (oestradiol, progestérone). De I'HCG recombinante (Ovitrelle,
250 pg SC) a été utilisée pour le déclenchement de I'ovulation. L’lIU est réalisée le lendemain

lorsqu’il y a un ou deux follicules matures (maximum trois de facon exceptionnelle).

L'insémination a été réalisée par le gynécologue avec un cathéter souple apres capacitation

des spermatozoides.

Nous avons évalué le taux de grossesse.
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6. Méthodologie statistique

Les moyennes et les déviations standards ont été utilisées pour analyser les variables
continues. Les corrélations ont été évaluées par le calcul du coefficient de corrélation
linéaire r. Les comparaisons statistiques ont été évaluées par les tests non paramétriques de

Mann-Whitney. Une différence significative a été considérée au seuil de 5% (p<0,05).

Les concordances entre deux méthodes ont été analysées par la méthode de Bland et
Altman (1986)[73].

Les courbes Receiver-Operating Characteristic (ROC) (Metz, 1978 ; Zweig & Campbell, 1993)
ont été utilisées pour évaluer les valeurs prédictives des différents parametres sur les taux
de fécondation et les taux de grossesse, ainsi que dans la tentative de détermination d’'un
seuil de FT prédictif de bons taux de fécondation. Sur les courbes ROC, la sensibilité est
tracée en fonction de (1-spécificité) pour différents points. Chaque point représente une
paire « sensibilité/spécificité » correspondante chacune a un seuil. Un test avec une
discrimination parfaite a une courbe ROC qui passe par le coin gauche le plus haut et a une
aire sous la courbe (AUC) de 1,0. Une AUC de 0,5 indique un test sans aucune valeur

discriminante.
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IL. RESULTATS

1. Comparaison des deux classifications d’évaluation de la morphologie
spermatique.

Pour évaluer la concordance entre les classifications de David et les critéres stricts de Kruger,
des lames d’échantillons de sperme (n=30, échantillon considéré comme suffisant
statistiquement) ont été analysées par le méme observateur. Chaque lame a été analysée a
la fois par les deux classifications (David et Kruger). Pour évaluer cette concordance nous

avons utilisé un graphique de Bland et Altman.

La méthode de Bland et Altman est souvent utilisée comme méthode de référence pour
étudier la concordance entre deux séries de données quantitatives produites par des
méthodes de mesures différentes mais de la méme grandeur. Cette méthode consiste a
réaliser un graphe comportant en ordonnée la différence entre les valeurs obtenues par les
deux techniques, en particulier dans notre cas entre la classification en critéres stricts de
Kruger et la classification de David (soit FT Kruger - FT David), et en abscisse la moyenne des

valeurs obtenues par ces deux techniques (soit [FT Kruger + FT David]/2).

Dans I'hypothese d'une concordance parfaite des deux séries de valeurs étudiées, la somme
des différences arithmétiques entre les valeurs (> [FT Kruger - FT David]) devrait étre nulle.
On définit ainsi le « biais » comme la moyenne des différences entre les mesures. Il

représente la moyenne de I'écart systématique d'une série de valeurs par rapport a l'autre.

Il est ensuite possible de déterminer deux seuils de limites de concordance (correspondant
au biais + 1,96 déviations standards) et de les tracer comme deux droites horizontales sur le
graphique. Elles correspondent approximativement a deux écarts types par rapport a la
moyenne donc a un intervalle de confiance a 95%. Une mauvaise concordance est définie

lorsque I'on a plus de 5% des points situés en dehors de ces deux limites.

Dans notre évaluation, le graphique de Bland et Altman (figure 1) montre que 2 points sur 30
sont situés en dehors des deux limites de concordance, ce qui représente 6,6% des points
(acceptable quand <5%). Cela signifie qu’il existe dans notre étude une mauvaise

concordance entre les deux classifications (critéres stricts et David).

Nous constatons une moyenne des différences a 4,6% avec des limites de concordance tres

larges allant de -13,7% a 22,9% qui ne sont pas acceptables en pratique.
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Figure 1 : Concordance entre la classification de David et la classification de Kruger (graphique de
Bland et Altman).

Le taux de concordance calculé est a 0,49 ce qui confirme la mauvaise concordance

(concordance parfaite a 1).

La moyenne des FT est de 17% pour la classification de David ce qui est plus bas que la
moyenne des FT en Kruger qui est de 19%. Nous observons que les valeurs de FT en David

ont tendance a étre plus basses que celles en critéres stricts.

Dans un deuxiéme temps, nous avons cherché a savoir la concordance entre les résultats de
FT de la lecture de 100 et 200 spermatozoides selon les criteres stricts de Kruger. Nous avons
réalisé cette analyse sur les échantillons de sperme de toutes les tentatives de FIV et d’llU de

notre étude.

Nous avons aussi utilisé un graphique de Bland et Altman pour comparer le taux de FT apres

analyse de 100 spermatozoides puis de 200 spermatozoides.

Dans notre évaluation, le graphique de Bland et Altman (figure 2) montre que seulement 7
points sur 368 sont situés en dehors des deux limites de concordance, ce qui représente

1,9% des points (acceptable quand <5%). Cela signifie qu’il existe dans notre étude une tres
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bonne concordance entre le taux de FT aprés analyse de 100 spermatozoides et celui aprés

analyse de 200 spermatozoides.

Nous constatons une moyenne des différences a 0,1% ce qui correspond quasiment a une
concordance parfaite (une concordance est dite parfaite quand la moyenne des différences
FT(100) — FT (200) est nulle) avec des limites de concordances acceptables et une majorité

des points situés autour de la moyenne.

20F
[+]
15+
10 C R
__________ e _________*1963D
o 1)
<) Sr o © 000 > oo ° 68
o o [+ I+ s TeTo e s}
o 0.0 ._POA0R Q8 O G _ Mean
P 0 I_-\"Cl (elele OOVC?OVOC VG'C,‘ o OO0 8-" o o
u.' ) CO00 00 oo o © 0,1
. oL L0 o0
S -5 o © . -1.96 SD
- | T T T T -+ J55
= o 65
w -10 o L | " 1 . 1 L | . 1
0 10 20 30 40 20

Moyenne entre FT(100) et FT(200)

Figure 2 : Corrélation entre le taux de FT apreés lecture de 100 spermatozoides (FT(100)) et le taux
de FT apres lecture de 200 spermatozoides (FT(200)). (Graphique de Bland et Altman).

Le coefficient de concordance a 0,96 (idéalement a 1) confirme la bonne concordance entre

les taux de FT apres lecture de 100 et 200 spermatozoides.

Cette bonne concordance entre les deux mesures permet d’accepter le fait qu’il n’y a pas de

bénéfice a analyser 200 spermatozoides plutét que 100.
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2. Résultats pour les tentatives de FIV

Les caractéristiques générales de la population étudiée en FIV sont regroupées dans le

tableau 1:

Tableau 1: FIV parameétres descriptifs de la population de I'étude (CCO: complexes cumulo-

ovocytaires).

Parameétres descriptifs

Moyenne des parametres des tentatives de

FIV (n=133)
Age moyen de la femme 33.8+4,7
Age moyen de 'homme 359+5
Rang 1,6 £0,9
Concentration en spermatozoides 65.4 + 55
(millions/ml)
Mobilité (a+b+c) % 68.4+11
Mobilité (a+b) % 60,2+ 11
Numération (millions/ml) aprés capacitation 36.9£20
FT (CASA) avant capacitation (%) 17+7,8
FT (CASA) apres capacitation (%) 21+11,2
Nombre de CCO recueillis 846
Nombre d’ovocytes en métaphase Il (Mll) 75
Taux de fécondation (%) (2PN/MII) 49.8 +32,3
Nombre d’embryons transférés 1.5+3
Nombre de transfert 104

o .
grossesses % par ponction

25,6% (n=34)

biochimiques % par transfert

32.7%

0, .
grossesses % par ponction

21.8% (n=29)

échographiques % par transfert

27.9%

grossesses évolutives | % par ponction

20.3% (n=27)

% par transfert

26%
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2.1. Impact sur le taux de fécondation (TF)

Nous avons analysé la corrélation entre le taux de FT (critéres stricts de Kruger) des

spermatozoides et le TF.

Pour évaluer cette corrélation, nous avons utilisé le principe de régression linéaire qui
consiste en présence de deux variables quantitatives, a tester I'hypothése de I'existence
d’une relation de proportionnalité entre elles.

Dans notre étude, la droite de régression linéaire a mis en évidence une corrélation entre le

taux de FT et le TF avec un
significative (p<0.05) et a

capacitation (figures 3 et 4).

taux de corrélation r a 0,230. Cette corrélation est faible mais
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Figure 3 : répartitions des valeurs de FT des spermatozoides avant capacitation en fonction du taux
de fécondation.
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Figure 4 : répartitions des valeurs de FT des spermatozoides aprés capacitation en fonction du taux
de fécondation.

La régression linéaire permet la détermination d’un coefficient de détermination R? qui

représente le pourcentage de variabilité expliqué par le modele linéaire.

Nous obtenons dans cette étude un R? a 0,053, ce qui signifie que seulement 5,3% de la
variabilité (ou variance) de la variable « TF » est expliquée par la liaison avec la variable «

taux de FT ».

Enfin nous observons que seulement 6 valeurs de FT sont inférieures a 5% avant capacitation
(8 valeurs aprés capacitation) ce qui ne représente que 5% de la population étudiée (8%

apres capacitation) (figure 5).

Il sera donc difficile de conclure pour des valeurs de FT basses (inférieures a 5%). Au-dela de

5% de FT, la répartition est beaucoup plus homogene.

Cette observation est valable pour les FT avant et aprées capacitation.
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Figure 5 : Répartition du taux de FT avant et apreés capacitation dans I’échantillon de population en
FIV de notre étude (n=133).

Nous avons évalué I'impact de la morphologie spermatique sur les paucifécondations et les

succes de fécondation.

Un TF inférieur a 30% est considéré comme une paucifécondation, une nullifécondation

lorsque le TF=0% et un TF supérieur ou égal a 30% comme un succes de fécondation.

Nous avons séparés les couples en deux groupes en fonction du TF. Les tentatives pour
lesquelles le TF est inférieur a 30% (groupe 1) représentent 27.3% des tentatives (n=36) et

celles pour lesquelles le TF est > 30% (groupe Il) représentent 72.7% (n=96).

Lorsque I'on compare les groupes | et Il (tableau 2), nous constatons une différence
significative pour : les FT avant capacitation (13% vs 18% respectivement), les FT aprés
capacitation (15% vs 23%), le nombre d’embryons obtenus (0,8 vs 4,2) et les taux de

grossesse par ponction (2,3% vs 23,3%).

Il est important de noter une fréquence élevée d’ « échec de fécondation » n=23 (64%) dans
le groupe | ce qui expliqgue que le nombre d’embryon transférés ainsi que le taux de
grossesse par ponction soit significativement plus bas dans le groupe | par rapport au groupe
Il.
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Tableau 2 : différences entre les groupes | : « taux de fécondation <30% » et Il : « taux de
fécondation = 30% ».

groupe | groupe |l
Nombre de tentatives 36 97
% des tentatives 27.3% 72.7%
Taux de FT avant
. 13% +7 18% +8 P=0,004
capacitation
Taux de FT apres
. 15% +12 23% +10 P=0,001
capacitation
Nombre d’embryons
. 0.8+1.4 4.2 13 P=0,001
obtenus a J2
Taux de grossesse
. 2.3% 23.3% P=0,007
/ponction

Nous avons utilisé les courbes ROC pour analyser la valeur prédictive (VP) de la morphologie

spermatique avant capacitation en critéres stricts, sur le TF dans nos deux groupes.

Les courbes ROC sont généralement utilisées pour montrer les progres réalisés grace a un
classificateur binaire lorsque le seuil de discrimination varie. Elles permettent de déterminer
une sensibilité et une spécificité pour le test évalué ainsi qu’une valeur prédictive positive

(VPP) et négative (VPN) en fonction du seuil de discrimination déterminé par la courbe.

Dans notre étude, nous cherchons a savoir s’il existe un impact de la morphologie
spermatique avant capacitation en critéres stricts, sur le TF dans nos deux groupes et ainsi

déterminer un seuil de FT qui nous permettrait d’éviter les pauci ou nullifécondation.

La valeur de l'aire sous la courbe (AUC) est de 0.688 (p<0,05) pour les FT (figure 6). Ce
résultat est en faveur de I'existence d’une valeur prédictive positive de la morphologie

spermatique sur les TF.
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Figure 6 : Courbe ROC, valeur prédictive de la morphologie spermatique avant capacitation sur les

taux de fécondation (seuil de taux de fécondation a 30%).

Sur nos courbes ROC, un seuil de FT ressort de facon significative entre les deux groupes de

notre population. Ce seuil est de 16% pour les FT avant capacitation (p<0,001). La sensibilité
de ce seuil est de 56% et la spécificité est de 74% (tableau 3).

Tableau 3 : Valeur prédictive de la morphologie spermatique avant capacitation.

Groupe | Groupe Il

taux de FT <16% 20 25
Taux de FT 216% 16 72
Sensibilité 56%
Spécificité 74%
Valeur Prédictive Positive

44%
(VPP)
Valeur Prédictive négative

82%

(VPN)
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Cela signifie que lorsque le taux de FT avant capacitation est supérieur ou égal a 16%, dan
82% des cas, le taux de fécondation sera supérieur ou égal a 30% et que lorsque le taux d¢

FT est inférieur a 16%, dans 44% des cas le taux de fécondation sera inférieur a 30%.

La méme étude a été réalisée sur la morphologie apres capacitation et 'AUC de la courbe
ROC est de 0,691 (p<0,05) (figure?7).
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Figure? : courbe ROC, valeur prédictive de la morphologie spermatique aprés capacitation sur les
taux de fécondation (seuil de 30%).

Ce résultat est en faveur de I'existence d’une valeur prédictive positive significative de la

morphologie spermatique aprés capacitation.

La courbe ROC permet aussi de définir un seuil a 17% de FT aprés capacitation. La sensibilité

de ce seuil est de 68 % et la spécificité est de 66%.

Il en résulte une valeur prédictive négative de 82% et une valeur prédictive positive de 48%
(tableau 4).
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Tableau 4 : valeur prédictive de la morphologie spermatique apreés capacitation.

Groupe | Groupe Il

taux de FT <17% 26 28
Taux de FT 217% 12 54
Sensibilité 68%
Spécificité 66%
Valeur Prédictive Positive

48%
(VPP)
Valeur Prédictive négative

82%
(VPN)

Cela signifie que lorsque le taux de FT apreés capacitation est supérieur ou égal a 17%, dans
82% des cas, le taux de fécondation sera supérieur ou égal a 30% et que lorsque le taux de

FT est inférieur a 17%, dans 48% des cas le taux de fécondation sera inférieur a 30%.

Si I'on prend maintenant en compte ce seuil fixé a 16% de FT avant capacitation, les couples
de notre étude se répartissent dans deux catégories : FT < 16% et FT > 16%. Le tableau 5

détaille les différents parametres dans ces deux groupes.

Nous observons que les deux populations sont statistiquement identiques pour : I'age des
deux membres du couple, la concentration en spermatozoides avant et aprés capacitation, le
taux de spermatozoides mobiles, le nombre de CCO récupérés, le nombre d’ovocytes
matures, le nombre d’embryons obtenus, le nombre d’embryons transférés, le taux d’échec
total de fécondation, le taux de grossesse biologique par ponction et enfin le taux de

grossesse clinique par ponction.

Par contre, nous observons que le TF est réduit dans le groupe FT < 16% (avec un p a 0,06
proche de la significativité) alors que le taux d’échec total de fécondation méme s’il est élevé

n’est pas significativement différent entre les deux groupes.
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Tableau 5 : récapitulatif des différences des parameétres entre les groupes « <16% » et le groupe

«216% ».

Critéres stricts

Critéres stricts

CASA <16% CASA216% P
(n=68) (n=65)
Ages des femmes 33,1+4,9 34,6 +4,3 NS
Ages des hommes 35,2+4,9 36,75 NS
Concentration spermatozoides
. 57,5+52,7 73 +£56 NS
(millions/ml)
Taux de spermatozoides mobiles 67,6 +12,4 69,2 +£9,8 NS
Concentration spermatozoides aprés
L. 36,2 + 18,5 37,6 +21,7 NS
capacitation
Taux de FT CASA critéres stricts 104+4 23,1+5,1 <0,001
Nombre de complexes cumulo-
R 9+6,7 7,8+5,2 NS
ovocytaires récupérés
Nombre d’ovocytes matures (MIl) 7,6+5,5 6,4+4,4 NS
Taux de fécondation 44 1+ 35.3% 55.128.4% P=0.06
Fréquence Taux de Fécondation <30% 40% 15,3% 0,043
Fréquence échec total de fécondation 12% 5% NS
Nombre d’embryons J2 3,2+3,1 3,4+2.8 NS
Nombre d’embryons transférés 0,8+1,4 1,6+0,9 NS
Taux de grossesse biologique par
. : BELEl 23,1% 26,7% NS
ponction
Taux de grossesse clinique par ponction 18,5% 25% NS
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Nous avons aussi analysé le groupe avec un échec de fécondation (groupe TF=0%).

caractéristiques de ce groupe sont décrites dans le tableau 6.

Tableau 6 : Description des couples avec 0% de taux de fécondation.

Les

Parametres

Moyenne des variables

Nombre de tentatives

23 (17,3%)

Age de la femme 36.11£4.2
Age de 'lhomme 38.1+5.4
Concentration spermatique (millions/ml) avant

o 50+51
capacitation
Mobilité (a+b+c) 63% t 14
FT avant capacitation 13% + 8
Concentration spermatique (millions/ml) apres

e permatique /ml) ap 30,4 + 20,3
capacitation
FT apres capacitation 15% + 11
Ccco 514

Nous avons comparé dans la figure 8 les groupes : « TF=0% », TF «0%<TF<30%» et « TF 2>

30% ».
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Figure 8 : Moyenne des TF dans les groupes : « TF=0% », «0%<TF<30% » et « TF 230% » (avt : avant
capacitation ; ap : aprés capacitation) ; * : différence significative par rapport aux deux autres
groupes.

Nous constatons qu’il n’y a pas de différence significative entre les trois groupes pour : I'dge

du couple, la mobilité progressive ainsi que pour les CCO récupérés.

Par contre, nous observons une différence significative dans le groupe « TF > 30% » par
rapport aux deux autres groupes pour la concentration en spermatozoides ainsi que les taux

de FT avant et aprées capacitation.

Notre étude s’est ensuite intéressée a I'impact de la concentration en spermatozoides sur

les TF en FIV classique.

La moyenne de la concentration en spermatozoides de I’éjaculat dans la population étudiée
est de 65,4 millions/ml (£ 55) et de 36,9 millions/ml (+ 20) respectivement avant et apres

capacitation.

Dans cette étude, il existe une corrélation entre la concentration en spermatozoides et le TF

(r=0,242) (p<0,05) mais cette corrélation est faible.

Le coefficient de détermination R? est a 0,058, ce qui signifie que seulement 5,8% de la

variable taux de fécondation est expliquée par la liaison avec la variable concentration.
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L'AUC de la courbe a 0,620 n’est pas significativement différente de 0,5. Dans notre
population la concentration n’a pas eu une influence significative sur les taux de fécondation

(figure 9).
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Figure 9 : Courbe ROC, valeur prédictive de la concentration spermatique avant capacitation sur les
taux de fécondation.

Selon les taux de fécondation, la moyenne de la concentration en spermatozoides est de
49,3 millions/ml (£ 50) dans le groupe | (TF < 30%) et de 71 (+ 50,6) millions/ml dans le
groupe Il (TF < 30%) (p<0,05).

Cette différence significative est retrouvée pour la numération aprés capacitation avec des

taux de fécondation plus élevés lorsque la concentration est plus élevée.

Nous pouvons observer que la concentration en spermatozoides est normale (selon 'OMS
2010) pour 129 sur 133 de nos patients. Nous ne pourrons donc pas conclure sur I'impact
positif ou non de la numération sur les TF dans notre étude quand cette concentration est

inférieure aux normes.

Enfin nous avons regardé si la mobilité progressive avait une influence sur les TF dans notre

étude.

La moyenne de la mobilité progressive des spermatozoides de I’éjaculat dans la population

étudiée est de 60,2% + 11% avant capacitation.
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La moyenne de la mobilité progressive des spermatozoides est de 57% * 12 dans le groupe |

et de 61 £ 11 dans le groupe I, la différence n’est pas significative (p=0,21).

Il est important de noter que la mobilité progressive de nos 133 patients était normale le
jour de la tentative (selon les normes de 'OMS 2010) sauf pour un patient qui avait une

asthénozoospermie a 10% (normale a+b >32%).

2.2. Impact sur le taux de grossesse

Nous avons cherché a savoir si la morphologie spermatique avait un impact sur la survenue

d’une grossesse.

Dans notre population, une grossesse biologique est survenue dans 25,6% des cas (n=34 sur

133) et une grossesse clinique dans 21,8% des cas.

La figure 10 reprend les parametres des tentatives en fonction de la survenue ou non d’une

grossesse.

Figure 10 : Fréquence des différents parameétres chez les couples avec grossesse et sans grossesse
(FTAVT : FT avant capacitation ; FTAP : FT apres capacitation ; CCO complexes cumulo-ovocytaires).
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L'étude des FT avant et aprés capacitation (respectivement 16% et 17%) ne montre pas de

différence significative entre les groupes avec ou sans grossesse.

L'analyse des courbes ROC (figure 11-12) montrent par I'absence d’AUC qu’il n’y a pas
d’'impact de la morphologie spermatique avant et aprés capacitation sur les chances

d’obtention d’une grossesse.
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Figure 11 : courbe ROC, valeur prédictive de la morphologie spermatique
avant capacitation sur les taux de grossesses biologiques.
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Figure 12 : courbe ROC, valeur prédictive de la morphologie
spermatique avant capacitation sur les taux de grossesses cliniques.
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Nous avons enfin regardé le réle de la concentration spermatique sur les taux de grossesse.
La encore, dans notre population étudiée, nous n’observons pas de différence significative

de la concentration en spermatozoides entre les groupes avec et sans grossesse.
Une absence d’AUC sur la courbe ROC est observé (figure 13).

Nous pouvons donc conclure que dans notre étude, la numération en spermatozoides avant
et aprés capacitation n’a pas d’impact de fagon significative sur les chances de survenue

d’une grossesse.
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Figure 13 : courbe ROC, valeur prédictive de la concentration spermatique avant capacitation sur
les taux de grossesses cliniques.
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3. Résultats pour les tentatives d’lIU

Les caractéristiques générales de la population étudiées (n=102) sont données dans le
tableau 7.

Tableau 7 : Caractéristiques générales des tentatives en 11U

Moyenne des parametres
Parameétres descriptifs des tentatives en IlU (n=102
cycles/49 couples)
Age de la femme 31+3,5
Age de ’homme 32,7+5,2
Numéro de cycle 2,3+1,7
Concentration en spermatozoides
L. - 88,6 £ 61,2
avant capacitation (millions/ml)
Mobilité (a+b+c) % 69,8 £ 10,3
Mobilité (a+b) % 59,3+12,4
Concentration en spermatozoides
R s - 49,8 + 25,5
apres capacitation (millions/ml)
FT avant capacitation 15,7+ 8,4
Nombre de spermatozoides
e - 9,2+4,5
mobiles inséminés (millions)
Taux de grossesse biologique/cycle 19.6%
Taux de grossesse clinique/cycle 17,6%

Dans notre population, I'indication majoritaire est le facteur cervical dans 46,5% des cas
(n=48) avec une glaire de mauvaise qualité et/ou une insuffisance de spermatozoides
mobiles observés dans la glaire lors du test de Hiinher (TPC), puis viennent les dysovulations

dans 23,5% (n=24) et enfin de facon minoritaire, on retrouve les pathologies tubaires et liées

92



a I'endométriose dans 12,5% des cas (n=13), les indications masculines dans 5,5% des cas
(n=6), mixtes dans 5,5% des cas (n=6) et enfin les causes inexpliquées dans 6,5% des cas
(n=7)(figure 14).

nombre de tentatives / indication

M cervicale

B dysovulation
H endométriose
M tubaire

H mixtes

H inexpliquée

I oligotératozoospermie

Figure 14 : indications des IIU dans notre population.

Nous avons analysés I'impact éventuel de la morphologie établie avant capacitation sur les
chances de grossesse (tableau 8).

Tableau 8 : taux de FT en critéres stricts avec le CASA et taux de grossesse.

Taux de FT (critéres
Evénement grossesse | stricts) avant
capacitation

Grossesse (BHCG= 100

Ul/ml)
Grossesse biologique P=0,15

8,5

13,1%

I+

7,5

I+

Absence de grossesse 16,4%

Grossesse (activité
. s . 13,4% 7,5
cardiaque a I’échographie)

Grossesse clinique P=0,24

Absence de grossesse 16,24% = 8,5
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Les taux de FT ne sont pas statistiquement différents dans les deux groupes.

Les courbes ROC ont été utilisées pour analyser I'impact de la morphologie spermatique en
criteres stricts avec le CASA sur les taux de grossesse et une éventuelle VP. Elles montrent
gue I’AUC est de 0,626 pour les grossesses biologiques et de 0,610 pour les grossesses
cliniques (figures 15 et 16). Ces AUC ne sont pas significativement différentes de 0,5 qui

représentent une absence de valeur prédictive pour les FT avant capacitation.

Nous pouvons conclure que la morphologie spermatique évaluée en critéres stricts avec le
CASA n’a pas de valeur prédictive sur les taux de grossesse biologique et clinique en 1lU dans

la population étudiée.
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Figure 15 : Courbe ROC, valeur prédictive de la morphologie spermatique avant

capacitation sur les taux de grossesse biologique.
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Figure 16 : Courbe ROC, valeur prédictive de la morphologie spermatique avant

sensibilité

100 F
805—
605—
405-

20}

0-...I...I...I...I...I
0 20 40 60 80 100

100- spécificite

capacitation sur les taux de grossesse clinique.

La figure 17 représente la répartition des taux de FT parmi les 102 tentatives d’llU. Nous

observons que plus de la moitié des patients avaient un taux de FT 2 14% et pour seulement

10% d’entre eux le taux de FT est <5%.
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Figure 17 : répartition du taux de FT avant capacitation dans I’échantillon de population en

IIU de notre étude (n=102).
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Nous avons analysé ensuite le réle éventuel du nombre de spermatozoides mobiles dans

notre population sur les chances de grossesse.

Le tableau 9 représente les taux de grossesse en fonction du nombre de spermatozoides

mobiles inséminés (NSMI).

Tableau 9 : Nombre de spermatozoides mobiles inséminés et taux de grossesse.

Nombre de
spermatozoides p
mobiles inséminés
Groupe sans
9,5+4,7
Grossesse grossesse
biologi 0,27
lologique Groupe avec
8+3,9
grossesse
Groupe sans
9,4+4,6
Grossesse Brossesse
lini 0,21
clinique Groupe avec
7,9+4,1
grossesse

Nous observons que le NSMI n’est pas significativement différent dans les deux groupes.

Les courbes ROC sont utilisées pour évaluer I'impact du nombre de spermatozoides mobiles

inséminés (NSMI) sur les taux de grossesse et une éventuelle VP.

Dans notre population, le NMSI était supérieur a 5 millions/ml dans 82,3% des cas (n=84) et

inférieur a 5 millions/ml dans 17,7% des cas (n=18).

Les AUC a 0,580 et a 0,595

respectivement pour les grossesses biologiques et les grossesses clinigues montrent que le

nombre de spermatozoides mobiles inséminés n’impacte pas sur la survenue d’une

grossesse (figure 18).
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Figure 18 : Courbe ROC, valeur prédictive du nombre de spermatozoides mobiles
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inséminés sur les taux de grossesse biologique et clinique.

Nous avons analysé aussi les taux de grossesse selon le NSMI en fonction des seuils

retrouvés majoritairement dans la littérature : groupe |: tentatives avec un NSMI < 5

millions (M), groupe Il : 5SM<NSMI<10M et groupe lll avec un NSMI > 10M (figure 19).
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Figure 19 : taux de grossesse en fonction du nombre de spermatozoides mobiles (a+b) inséminés.

(NSMI :nombre de spermatozoides mobiles inséminés).
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Dans le groupe ou le NSMI était < 5M, nous avons observé 5 grossesses sur 18 tentatives
(soit 5% de toutes les tentatives). Dans le groupe « 5M< NSMI <10M », le taux de grossesse
était de 8 % et de 7% dans le groupe ou le NSMI était > 10M. La figure 6 montre que le taux
de grossesse est comparable dans les trois groupes (pas de différence significative dans les

trois groupes).
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lll.  DISCUSSION

Le but principal de notre étude prospective était d’évaluer I'impact de la morphologie
spermatique selon les criteres stricts utilisés dans notre centre depuis janvier 2012, sur les
résultats de FIV et d’llU du centre d’AMP de Limoges. La morphologie spermatique a été
analysée par le logiciel IVOS (Hamilton Thorne Research), une méthode assistée par

ordinateur basée sur les critéres stricts de Kruger (CASA).

Nous nous sommes aussi intéressés au nombre de spermatozoides a analyser pour rendre
un taux de FT fiable et a la concordance possible entre les deux classifications (David et

criteres stricts de Kruger en CASA).

Enfin, nous avons essayé d’analyser I'impact de la concentration spermatique sur les
résultats de FIV et I'impact du nombre de spermatozoides mobiles inséminés sur les taux de

grossesse en |1U.

La premiere partie de ce travail a consisté a valider la méthode d’analyse de la cytologie par
les criteres stricts pour I'analyse de 100 spermatozoides. Le nombre de spermatozoides
examinés est un élément important dans la standardisation de I'analyse du sperme. En 1994,
Davis et Gravance[21] montrent qu’entre différents observateurs, le taux de FT atteint une
stabilité avec I'analyse d’au moins 200 spermatozoides. Kruger et al. (1996)[31] indiquent
gue l'analyse d’au moins 100 spermatozoides est nécessaire. L'OMS 2010 et le manuel
Bioforma (structure nationale qui organise la formation continue des biologistes)
recommandent I'analyse d’au moins 100 spermatozoides et de préférence jusqu’a 200
spermatozoides afin d’améliorer la fiabilité du résultat. Nos résultats montrent qu’il existe
une trés bonne concordance entre les analyses de 100 et de 200 spermatozoides (coefficient
de concordance a 0,96) avec des limites de concordances acceptables. La lecture de 200
spermatozoides est chronophage pour I'observateur, car méme si I'lVOS est une méthode
semi-automatisée, elle nécessite une confirmation humaine de la validité de chaque image
capturée par 'automate. A I'heure de I'accréditation des laboratoires, obligatoire en France
pour 2016, cette étude nous permettra de valider la méthode d’analyse de seulement 100

spermatozoides au lieu de 200 spermatozoides recommandés.

Nous avons vu que la morphologie des spermatozoides analysée avec la classification en
criteres stricts de Kruger peut étre réalisée manuellement ou avec une méthode assistée par
ordinateur ou CASA [74]. Des études précédentes ont montré une bonne corrélation entre la

morphologie spermatique réalisée avec la méthode manuelle et celle réalisée avec le CASA.
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L'équipe de Kruger (1995)[75] a montré un tres bon coefficient de corrélation (0,83) entre la
méthode manuelle et la méthode automatisée mais avec une meilleure répétabilité (proche
de 0,85) pour le CASA. Dans notre laboratoire, nous utilisons actuellement uniquement le
CASA mais la formation du personnel de notre laboratoire pour I'analyse manuelle des
critéres stricts est en cours (abandon de la classification de David). En effet, pour les
éjaculats ayant une faible numération, il est nécessaire d’avoir recours a la méthode

manuelle car l'utilisation de I'IVOS dans ces situations n’est pas possible (limites techniques).

En ce qui concerne les variations inter et intra opérateurs, nous avons confirmé dans notre
laboratoire une bonne répétabilité ainsi qu’une bonne reproductibilité des résultats obtenus
avec le CASA (CV<10% : données de notre laboratoire hors résultats) ce qui répond au besoin
de standardiser I'analyse des parametres spermatiques. Plusieurs études ont auparavant
montré une faible variation inter et intra laboratoires du CASA par rapport a la méthode
manuelle [19] avec des CV plus bas pour le CASA (< 10% pour Menkveld et al., 1990[18] ;
Coetzee et al., 1999 [25] et pour Marnet et al., 2000)[24] que pour la méthode manuelle
(CV=43% pour Marnet et al., 2000[24]. Dans notre étude, les variations inter opérateurs ont
été réduites au maximum car toutes les lames ont été analysées sur I'IVOS par une méme

personne formée (I'auteur).

Alors que I'équipe de Marnet (2000)[24] montre une bonne corrélation entre la classification
de David et la classification en critéres stricts de Kruger (coefficient de corrélation r=0,788),
dans notre étude nous retrouvons un faible coefficient de corrélation (r=0,5) entre les deux
systemes de classification ce qui confirme plutot les travaux de I’équipe de Blanchard
(2011)[23] (r=0,49).

Une particularité de la classification de David est qu’elle inclut I'analyse du flagelle. Cette
analyse du flagelle n’est pas compléte avec le CASA. Par exemple I'lVOS reconnait les
spermatozoides avec un flagelle enroulé a son extrémité mais ne reconnait pas ceux avec le
flagelle completement enroulé autour de la téte du spermatozoide. On peut se demander si
I’'absence d’analyse du flagelle peut avoir une conséquence sur la qualité de nos résultats.
Les anomalies du flagelle sont étroitement liées a la mobilité des spermatozoides. Blanchard
et al. (2010)[23] considérent que I'évaluation de la mobilité réalisée systématiquement lors
du spermogramme suffit a déceler des anomalies flagellaires. Marnet et al. (2000)[24]
trouvent une bonne corrélation entre le pourcentage d’anomalies du flagelle et le
pourcentage de spermatozoides mobiles (r=-0,613). Ce manque d’analyse du flagelle des
spermatozoides par le CASA n’est donc pas considéré comme un facteur altérant la qualité

des résultats par tous les auteurs.
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Dans notre laboratoire, une anomalie récurrente présente sur la lame d’un échantillon de
sperme va étre repérée par I'observateur qui analyse la lame sur I'IVOS et la notera sur le
résultat du spermogramme en commentaire. Par exemple, une fréquence importante de
spermatozoides enroulés sera signalée en commentaire indépendamment des résultats du
CASA.

La deuxieme partie de notre étude a voulu apprécier la force de la corrélation entre la
morphologie spermatique et les taux de fécondation. Cette morphologie spermatique en
critéres stricts est reconnue comme étant le facteur le plus prédictif sur les résultats de FIV

pour un nombre important d’auteurs [17, 36, 52, 54].

Kruger et al. (1996)[31], Coetzee et al. (1999)[25] et Blanchard et al. (2010)[23] mettent en
évidence un impact significatif de la morphologie spermatique (critéres stricts manuels et
CASA pour Kruger et CASA pour les deux autres) sur les taux de fécondation et de grossesse
en FIV.

Blanchard et al. (2010)[23] ont montré dans leur étude une meilleure valeur prédictive sur
les résultats en FIV de la morphologie en critéres stricts (CASA) gu’avec la classification de
David.

Dans notre étude, nous avons évalué I'impact de la morphologie spermatique en critéres
stricts uniquement et nous montrons une corrélation modeste (r=0,230) mais significative
entre la morphologie spermatique et les taux de fécondation. Nous avons ensuite essayé de
définir un seuil prédictif de taux de FT propre a notre pratique car il est difficile de se référer

a la littérature.

En effet, de nombreux auteurs ont décrit des seuils de FT prédictifs des résultats en FIV. Ces
seuils sont différents d’'une étude a une autre (tableau 1). Certains auteurs ont
précédemment déterminé un seuil normal de FT a 14% [17, 70] , d’autres a 12% [54].
L’équipe de Kruger a fait une distinction entre plusieurs groupes : le groupe avec un taux de
FT supérieur a 14% est le groupe normal, le groupe G-pattern (bon pronostic) correspond a
un taux de FT compris entre 4% et 14% et le groupe P-pattern (faible pronostic) a un taux de
FT inférieur a 4%. Dans cette étude des taux de fécondation significativement plus élevés
sont retrouvés dans le groupe « normal » par rapport aux deux autres groupes mais pas de
différence significative entre les groupes « bon » et « faible pronostic ». Ces résultats ont été

confirmés par I’équipe de Robinson et al. (1994)[62].
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Dans leur étude prospective en 2010, Blanchard et al.[23] définissent un seuil de FT a 16%

(CASA) avec une augmentation significative des taux de fécondation au-dessus de ce seuil.

Dans notre étude, nous avons fait le choix d’analyser les 133 tentatives de FIV consécutives
car nous voulions observer I'impact général de la morphologie sur nos résultats de FIV. Dans
I’étude de Blanchard et al. (2010)[23], ont été incluses les tentatives avec un sperme normal
en termes de concentration et de mobilité afin d’observer uniquement I'impact de la

tératozoospermie isolée.

Dans la population de notre étude, les éjaculats avaient des concentrations en
spermatozoides et des mobilités normales sauf deux patients qui avaient une concentration
en spermatozoides légérement inférieure au seuil défini par 'OMS et un patient qui avait
une mobilité en dessous de la norme fixé par 'OMS. Ceci s’explique par les indications de
choix d’une FIV. En effet, dans notre centre depuis janvier 2012 une FIV est décidée lorsque
le nombre de spermatozoides mobiles (NSM) aprés capacitation est compris entre 1 et 5

millions et que le taux de FT est supérieur a 4% avant capacitation.

Deux groupes ont été définis en fonction du taux de fécondation (groupe | : <30% et groupe
Il : > 30%) car dans notre pratique courante, un taux de fécondation < 30% est considéré

comme une paucifécondation.

Les résultats des courbes ROC de notre étude obtenus avec le CASA en criteres stricts
permettent certaines interprétations : pour des valeurs de FT>16% avant capacitation le taux
de fécondation moyen est a 55,7% alors qu’en dessous de ce seuil il est a 44%. Cette
différence de taux de fécondation est proche de la significativité dans notre étude (p=0,06)
alors qu’elle est significative dans I’étude de I'équipe de Blanchard. Pour les patients ayant
un taux de FT 216% avant capacitation, la VPN de ce seuil est de 82% ce qui correspond a un
bon pronostic de succes de fécondation. Nos résultats viennent confirmer ceux de Blanchard
et al. qui retrouvent une VPN de leur seuil a 75% avant capacitation. Nous retrouvons dans
notre étude une VPP du seuil de FT a 44% (54% dans |'étude de Blanchard) c’est-a-dire une
probabilité de 44% d’avoir une paucifécondation en dessous du seuil de 16% de FT. Nous
pourrions donc envisager, en accord avec ces résultats, de réaliser une ICSI lorsque le taux

de FT est inférieur a 16% car notre but est d’éviter les pauci ou les échecs de fécondation.

Cependant certains auteurs contestent I'importance de la morphologie spermatique comme
paramétre prédictif des résultats en FIV que ce soit sur les taux de fécondation et/ou les taux
de grossesse [56, 76]. L'évaluation seule de la morphologie spermatique est insuffisante

pour prédire les résultats en FIV[63].
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Plusieurs équipes ont tenté de montrer que I'ICSI améliore les taux de fécondation dans les
tératozoospermies isolées [67, 68] alors que d’autres ne montrent aucune amélioration par

I’ICSI des taux de fécondation et/ou taux de grossesse [56, 61, 62].

Lundin et al. (2007)[57] ont réalisé une étude prospective d’'un an, sans analyse de la
morphologie avant traitement. Si les paramétres spermatiques semblaient normaux dans
I’ensemble, avec plus d’'un million de spermatozoides mobiles, une FIV conventionnelle était
réalisée. lls ont réalisé 400 cycles au total. Le taux global d’échec de fécondation était de 4%.
Le taux d’ICSI est passé de 61% a 48% apres ce travail dans leur laboratoire en Suede. A ce
jour ils n’étudient plus la morphologie spermatique et pratiquent une FIV systématique en
premiere intention quand les valeurs spermatiques de base sont normales et qu’il y a plus
d’un million de spermatozoides mobiles. lls réalisent 150 ICSI en moins par an. Cette méme
équipe avait précédemment montré en 1997 et en 2006 des taux de fécondation élevés
(>50%) chez 36% des patients avec un taux de FT < 5% (taux de fécondation évalués a 59,3%
guand le taux de FT< 5% pour Coetzee et al., 1998)[25].

La difficulté de trancher entre une FIV ou une ICSI dans les cas de tératozoospermies isolées
(hors certaines anomalies monomorphes comme la globozoospermie) parait bien réelle.
L'utilisation seule d’un seuil de FT dans le choix d’'une technique est difficile, méme lors de
tératozoospermies séveres. Il faut souligner le fait que I'évaluation de la morphologie
spermatique, comme les autres parametres spermatiques, n’évalue qu’une infime partie de

toutes les étapes de la fécondation [23].

Nous retrouvons dans notre étude un coefficient de détermination (R?) a 5,3%, ce qui signifie
que le taux de FT explique seulement 5,3% des taux de fécondation. Ce coefficient R? est
rarement mentionné dans les différentes études de la littérature bien que ce soit un élément
important pour valider I'importance d’'un parametre étudié. Malgré cela, nous envisageons
de préconiser le choix de I'ICSI (technique plus invasive) en premiere intention lorsque le
taux de FT est inférieur a 16% avant capacitation. Sur ces seuls résultats cela conduirait a la
réalisation d’un certain nombre d’ICSI inutiles. Cependant, nous envisageons d’inclure ce
seuil dans nos criteres de décisions afin d’éviter les échecs de fécondation. Une prochaine

étude vérifiera I'impact de ce changement.

L’évaluation de la morphologie spermatique n’est donc pas absolue dans ses prédictions sur
la fécondation. Les différentes études de la littérature sont difficiles a comparer car la
plupart sont des études rétrospectives, avec pour certaines un nombre de patients inclus

insuffisant et des méthodologies différentes d’'une étude a une autre (en particulier des
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classifications de la morphologie différentes). D’autres n’ont évalué que le taux de grossesse

[51, 60, 61], avec des définitions différentes de la grossesse selon les auteurs.

Il serait intéressant de réaliser d’autres études sur des échantillons plus importants pour
augmenter la puissance statistique. En effet il parait toujours difficile a I’'heure actuelle de
conclure sur des tératozoospermies isolées. Dans sa thése[77], le Docteur Béguet a montré
dans notre service en 2009 sur un échantillon de 785 tentatives de FIV que le changement
de bain a 3 heures et les taux de FT (classification de David) étaient des variables
indépendantes et significativement liées aux taux de fécondation. Il n’avait pas été possible
de déterminer un seuil de FT en partie a cause de la subjectivité liée a I'analyse de la
morphologie spermatique avec la classification de David. A cette époque, il avait été conclu
une nécessité de poursuivre le travail avec un possible changement de classification afin

d’obtenir un seuil prédictif.

Dans la troisieme partie de notre étude nous avons évalué l'impact de la morphologie
spermatique sur les taux de grossesse. lls ne sont pas retrouvés significativement différents
entre les deux groupes selon le seuil de FT a 16%. Cependant, on peut s’attendre a une
augmentation du nombre d’embryons congelables avec l'augmentation des taux de
fécondation, il sera donc intéressant d’évaluer I'augmentation éventuelle des taux de
grossesses cumulées apres décongélation et transfert de ces embryons supplémentaires.
Les taux de grossesse étaient aussi similaires entre les groupes selon le seuil de 16% dans
I’étude de Blanchard et al. (2010)[23].

Hotaling et al. (2010) [61] dans une revue de la littérature ne retrouvaient pas d’impact
significatif de la morphologie spermatique sur les taux de grossesse. Mais d’autres auteurs
ont retrouvé une diminution des taux de grossesse dans les tératozoospermies isolées [17,
70, 78, 79].

Une autre partie de notre travail s’est intéressé a lI'impact de la concentration en
spermatozoides avant et aprés capacitation sur les taux de fécondation et les taux de
grossesse. A I'encontre de ce qui est retrouvé chez beaucoup [36, 80], nous ne retrouvons
pas de valeur prédictive de la numération ni sur les taux de fécondation ni sur les taux de
grossesse. Nous rappelons que dans notre population tous nos patients ont une numération
normale (sauf deux patients qui ont une légére oligospermie) ce qui explique probablement

le fait que nous ne retrouvons pas de valeur prédictive significative.

Nous ne pouvons donc pas conclure en ce qui concerne I'impact de la numération sur les
taux de fécondation et de grossesse car il n’a pas été possible de I'évaluer dans les cas de

numeérations basses en spermatozoides.
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Tableau 1 : Différents seuils de FT en critéeres stricts prédictifs des résultats de FIV selon les auteurs
(DS : différence significative ; DNS : différence non significative).

Etudes Influence des FT sur les Influence sur les Taux de Seuil
Taux de fécondation grossesse/transfert
F. KRUGER et al. 1986 (n=190), Diminution (DS) Diminution (DS) <14%
1987 (n=96)
Vawda et al.(1996) Augmentation (DS) Non évalué >12%
(n=120)
Diminution (DS) <4%
Ombelet et al., (1994) (n=68) Diminution Diminution (DS) I:29%
DNS I vs I (Fvs 1l etll) Il: 5-8%
DS 1vs Il 1l : <5%
B. Marnet et al. (2000) CASA Diminution (DS) Non évalué 13% (<25°™
(n=102) percentile)
Lundin et al.(1997) (n=622) Augmentation (DS) NS >10%
M Blanchard et al. CASA Augmentation (DS) NS >16%
(2010)(n=120)
Etude du centre d’AMP CHU Augmentation (DS) NS >16%
Limoges (n=133) CASA
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La derniere partie de notre travail a consisté a évaluer l'impact de la morphologie
spermatique puis du nombre de spermatozoides mobiles inséminés sur les taux de grossesse

dans les I1U.

Dans notre étude, il ressort que la morphologie spermatique évaluée avec le CASA n’a pas de

valeur prédictive sur les taux de grossesse apres IIU.

Jusqu’a présent les différentes études sur la corrélation entre la morphologie spermatique et
les résultats en 1lU sont encore confuses en particulier lorsque I'on regarde I'impact de la

tératozoospermie isolée.

Alors que certains auteurs ne retrouvent pas de corrélation significative entre la
morphologie spermatique et les taux de grossesse [48-50]. D’autres auteurs avancent un
seuil a 4% au-dessous duquel le taux de grossesse baisse significativement (les autres
parameétres spermatiques étant normaux). Van Waart et al. (2001)[46] et Lee et al.
(2002)[81] ont montré une augmentation significative des taux de grossesse quand le taux

de FT était supérieur a 4%.

Spiessens et al. (2003)[42] ont rapporté des taux de grossesse et de naissance vivante
comparables entre le groupe « tératozoospermie » et le groupe « normozoospermie » mais
un taux cumulé de naissance abaissé apres quatre cycles d’llU chez les patients avec une
tératozoospermie <4%. Ce résultat est retrouvé pour les taux de grossesse par cycle par

I’équipe de Grigoriou et al. en 2005 [47].

Sun et al. (2012)[43] retrouvent des taux de grossesse plus bas lorsque le taux de FT est

inférieur a 5%.

Dans leur étude en 2004, Shibahara et al.[82] trouvent en utilisant les courbes ROC une
valeur prédictive de la morphologie spermatique sur les taux de grossesse en IlU avec un

seuil a 15,5% en critéres stricts.

Les études sont trés controversées, dans beaucoup d’études la tératozoospermie est
rarement isolée et associée a des anomalies des autres parametres spermatiques. Il faut
aussi préciser que les seuils de normalité des différents parametres spermatiques ont évolué
au fil des différentes versions de 'OMS, ainsi en fonction de I'année de |'étude, les seuils des
parametres spermatiques utilisés sont différents. Les méthodologies different également

d’une étude a une autre et nous trouvons dans la littérature que tres peu d’études
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prospectives. Enfin les taux de grossesse dépendent d’autres facteurs comme la durée de

I'infertilité mais aussi surtout de I'dge de la femme [43].

Dans notre étude, le nombre de couple avec un taux de FT inférieur a 5% est trés faible
(10%). 1l n"est donc pas possible de conclure pour des FT inférieures a 5%, ce qui aurait
pourtant été intéressant. Notre étude manque de puissance mais a ce jour, nous
poursuivons I'analyse de la morphologie spermatique le jour de la tentative d’llU, ce qui

pourra permettre d’avoir un échantillon suffisant pour espérer conclure sur ce sujet.

L'autre parametre a évaluer dans les chances de grossesse apres IlU est le nombre de
spermatozoides mobiles inséminés (NSMI). Il a été étudié dans de nombreuses études [44,
45, 50, 83, 84] avec des seuils différents en fonction des équipes qui sont corrélés a un taux
optimal de succes en IIU. Le NSMI apres capacitation varie de 0,8 a 10 millions selon les

auteurs (tableau 2).

Dans l'étude de Wainer et al. (2004)[50], le taux de grossesse par cycle était
significativement inférieur dans le groupe avec un NSMI a moins de 1 million (M) par rapport
au groupe « NSMI >2M ». Plusieurs auteurs avaient évoqué ce seuil auparavant et

recommandaient la réalisation d’'une FIV lorsque le NSMI était inférieur a 1 M [85-87, 89].

D’autres auteurs ont suggérés I'utilisation du NSMI pour le choix entre la réalisation d’llU ou
de FIV et ont évoqué des seuils allant de 5 a 10 M [44, 45, 84, 88] avec des taux de grossesse
augmentés lorsque le NSMI était au-dessus de ce seuil. A défaut I'indication de I'llU doit étre

rediscutée [50].

Enfin certains auteurs ont analysés le taux de grossesse en fonction du NSMI et de la
morphologie spermatique. Ombelet et al. (1997)[41] suggerent que le NSMI peut compenser
des taux de FT basses (<4%) et Wainer et al. (2004)[50] recommandent un NSMI a 5M

lorsqu’il y a une tératozoospermie.
y

Dans notre étude, le NSMI n’est pas prédictif des taux de grossesse contrairement a
d’autres. Cela peut s’expliquer par le fait que dans notre centre et en fonction des
parametres féminins compatibles avec une 1lU, nous programmons les 11U lorsque le NMSI
est supérieur a 5 M. La majorité des tentatives ont donc été réalisées avec plus de 5 M de
spermatozoides mobiles inséminés (SMI) (88/102 tentatives soit 82,6%) et aucune n’a été
réalisé avec moins de 1 M. Notre étude montre que notre seuil a 5 millions de SMI est

vraisemblablement encore trop élevé en accord avec la littérature. Nous envisageons a la
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suite de ce travail de baisser notre NSMI nécessaire pour les IlU a 2 M comme |'équipe

d’AMP du CHU de Toulouse, tout en surveillant I’évolution du taux de grossesse.

Tableau 2 : Influence du nombre de spermatozoides inséminés (NMSI) sur les taux de grossesse en fonction des différents
seuils (DS : différence significative ; NS : non significatif ; M : millions).

Etudes

Influence sur les taux de

grossesse/cycle

NMSI seuil

Wainer et al., 2004

Diminution (DS)

<1 M si FT normales vs 2M

(n=2564) <5M si FT < 30% (OMS 1992)
Berg et al, 1997 Augmentation (NS) >0,8M
Demir et al., 2011 (n=253) ; Augmentation (DS) >10 M

Dorjpurev et al., 2011 (n=1177)

Ombelet et al., 1997 (n=792)

Augmentation (DS)

1 Msi FT>4%

Merviel et al., 2010 (n=353)

Augmentation (DS)

>5M

Badawy et al., 2009 (n=714)

Augmentation (DS)

>5M
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CONCLUSION

Le but de notre étude prospective était d’évaluer la morphologie spermatique en critéres
stricts avec une méthode assistée par ordinateur I'lVOS (Integrated Visual Optical System) et
son éventuelle valeur prédictive (VP) sur les résultats de FIV et d’'llU du centre d’AMP de
Limoges.

Nous avons d’abord prouvé I'absence de bénéfice a analyser 200 spermatozoides plutot

gue 100 avec le CASA en mettant en évidence une trés bonne corrélation entre les deux taux de
FT (100 versus 200 spermatozoides). Nous avons aussi vérifié la mauvaise corrélation entre la
classification de David et les criteres stricts de Kruger, ce qui conforte la nécessité de I'abandon
de la classification de David dans notre centre.
Dans ce travail, nous n’avons pas retrouvé d’'impact de la morphologie spermatique comme
facteur indépendant sur les taux de grossesse en IIU. Le nombre de spermatozoides mobiles
inséminés en IIU n’a pas été retrouvé comme ayant un impact sur les taux de grossesse avec un
seuil a 5 millions. Cette derniére constatation va permettre dans notre centre de baisser le seuil
de spermatozoides mobiles inséminés et ainsi permettre une augmentation du nombre de
couples pris en charge en IIU.

Notre travail a permis de mettre en évidence une influence significative de la morphologie
spermatique évaluée en critéres stricts avec le CASA sur les taux de fécondation en FIV. Il a
aussi été possible de déterminer un seuil (16 % de FT avant capacitation) ayant une bonne
valeur prédictive de succes de fécondation. Les taux de grossesse en fonction de ce seuil ne
sont pas significativement différents. Les taux de grossesse ne sont pas retrouvés
significativement différents entre les deux groupes selon le seuil de FT a 16 % mais il sera
intéressant d’évaluer I'augmentation éventuelle des taux de grossesses cumulées apres
décongélation et transfert des embryons supplémentaires préalablement congelés. Il est
probable que nous adoptions ce seuil en concertation avec les gynécologues afin d’orienter nos
couples vers une ICSI de premiére intention lorsque le taux de FT est inférieur ou égal a 16%.
Cette mesure pourrait nous permettre d’éviter les échecs de fécondation ainsi que les
paucifécondations qui pénalisent les couples.

Tous ces changements devront étre évalués pour en vérifier I'efficacité ou non avec une

préoccupation constante d’améliorer la prise en charge des couples en AMP.
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ANNEXE 2

Classification des Z : classification des corpuscules des nucléoles selon leur
position dans chaque pronuclei (Scott et al., 2000).

Espace perivitellin
o pelinciln pace p

Stade deux
pronuclei /
1]
\ Deux globules polaires
Précurseurs .

nucléolaires

Classification selon le nombre, la taille des précurseurs
nucléolaires et leur alignement au pole de chaque pronucléus.
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ANNEXE 3

Evaluation des embryons : taille des blastoméres et fragmentation
cytoplasmique.

La Taille des blastoméres La fragmentation cytoplasmique

Taille égale  Taille inégale

0% <20% 20-50% >50%

e TYPE | : Blastomeéres réguliers sans présence de fragments

e TYPE Il : Blastomeéres réguliers avec présence de fragments

® TYPE Il : Blastomeres irréguliers sans présence de fragments
e TYPE IV : Blastomeres irréguliers avec présence de fragments
e TYPE V: Présence uniquement de fragments

-Le pourcentage de fragments cytoplasmiques est indiqué par un nombre de croix :

+»+ pas de croix : pas de fragments
** +:moins de 20% de fragments
*» ++:de 20 a 50% de fragments

% +++: plus de 50% de fragments
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RESUME :

Le but de notre étude prospective était d’évaluer la morphologie spermatique en criteres stricts
avec une méthode assistée par ordinateur I'lVOS, et son éventuelle valeur prédictive sur les
résultats de fécondation in vitro (FIV, n=133) et d’insémination intra-utérine (1lU, n=102). Nous
avons d’abord prouvé I'absence de bénéfice a analyser 200 spermatozoides plutét que 100 sur
le CASA (368 lames analysées par l'auteur avec un coefficient de corrélation 100/200
spermatozoides r=0,96). Nous avons retrouvé une faible corrélation (r=0,5) entre deux
classifications (David/criteres stricts de Kruger). La morphologie spermatique et le nombre de
spermatozoides mobiles inséminés (SMI) en IIU (seuil a 5 millions) n‘ont pas été retrouvés
comme des facteurs prédictifs des taux de grossesse confirmant la nécessité de baisser encore le
seuil de SMI dans notre centre. Notre travail a mis en évidence une corrélation significative
(r=0.230) entre un taux de FT et les taux de fécondation (TF) en FIV avec un seuil de FT a 16%
avant capacitation. Ce seuil a une VP négative et positive respectivement a 82% et a 44% (AUC =
0,691 ; p<0,05). Le TF dans le groupe FT<16% est plus bas (44%) que dans le groupe FT>16%
(55%)(p=0,06). Dans ce travail, il n’y a pas eu d’impact significatif de la morphologie spermatique
sur les taux de grossesse en FIV. En fonction de ces résultats, nous concluons que la réalisation
d’ICSI lorsque le taux de FT est <16% nous permettrait d’éviter des échecs de fécondation. Une
amélioration des TF nous permettrait alors d’espérer une augmentation des taux de grossesse

cumulée apres transfert des embryons congelés.

ABSTRACT :
Impact of sperm morphology, analyzed by a semi automated method, on in vitro fertilization
and intrauterine insemination results. Prospective study at medically assisted reproduction

center of university hospital in Limoges in 2012.

The aim of our prospective study was to estimate the sperm morphology via strict criteria
through an assisted method by IVOS computer and its possible predictive value on the results of
in vitro fertilization (IVF:n=133) and intrauterine insemination (IU I:n=102).

First of all, we proved the absence of benefit from analyzing 200 sperms instead of 100 on the
CASA (the author analyzed 368 slides with a correlation coefficient of 100/200 sperms r=0,96.
We found a low correlation (r=0,5) between two classifications (David's/ Kruger's strict criteria).
The sperm morphology and the number of motile spermatozoa inseminated (NMSI) in Ul
(threshold at 5 million) were not confirmed as pregnancy rate predictive factors which confirms
the need to lower the threshold of NMSI in our center. Our work highlighted a significant
correlation (r=0,230) between sperm morphology and the IVF fertilization rate (FR) with a
threshold at 16% of normal forms (NF) before density gradient. This threshold has a negative
predictive value (PV) and a positive one, respectively at 82% and at 44% (AUC = 0,691;P<0,05).
The FR in the group NF £ 16% is lower than in the group >16% (55%)(p=0,06).In this study, sperm
morphology did not impact significantly the IVF pregnancy rates. Based on these results, we
conclude that the use of ICSI when the normal form rate is <16% would enable us to avoid
fertilization failures. We expect FR improvement would permit an increase in cumulative
pregnancy rates after the transfer of frozen embryos.
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