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I. INTRODUCTION

L'enquéte réalisée auprés des six centres sollicités s’est
intéressée a ces deux aspects, essentiels en pratique et
qui sont par ailleurs, rarement évogués dans la littérature

[6].

Concernant les modalités techniques de récupération
des spermatozoides, le probléme qui se pose d’'emblée
dans le cas des cryptozoospermies et des oligospermies
inférieures a 100.000 spermatozoides dans la totalité de
I'éjaculat, est le plus souvent 'absence de spermatozoide
observé lors d'un examen conventionnel, tel qu'il est pré-
conisé par I'OMS [8]. Tout devra donc étre mis en ceuvre,
lors du bilan, pour déceler quelques spermatozoides, éva-
luer la possibilité de les utiliser en ICSI et permettre peut-
étre ainsi d’éviter le recours a une biopsie testiculaire.
Dans I'hypothése, favorable, ol une tentative d'ICS! est
envisageable, la question se pose alors de proposer et de
réaliser une autoconservation préalable, afin de pallier a
une éventuelle absence de spermatozoides injectables le
jour de I'ICSI.

Il. MATERIEL ET METHODES

L'enquéte a été réalisee auprés de six centres
d’Assistance Médicale a la Procréation (AMP). Elle concer-
nait tous les patients présentant moins de 100 000 sper-
matozoides totaux dans leur éjaculét lors des bilans pré-
alables a la tentative d'AMP et qui ont eté pris en charge
en ICSI entre le 1 janvier 1998 et le 31 décembre 2002.

Concernant la récupération et la congélation de spermato-
zoides dans ces situations, le questionnaire qui a eté sou-
mis a chaque centre avait pour premier objectif de recen-
ser les techniques particuliéres mises en oeuvre, concer-
nant tant 'examen direct des rares spermatozoides éjacu-
les que leur recherche approfondie (voir présent numéro
page 212). Le deuxiéme volet du questionnaire s’intéres-
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sait a la congélation éventuelle de spermatozoides dans
ces indications, a savoir notamment le type de fraction
congelée, le cryoconservateur et le type de paillettes utii-
sées. Enfin, le guestionnaire visait a recenser les autocon-
servations réalisées dans chague centre et la qualité des
paillettes congelées (voir présent numeéro page 215).

lll. RESULTATS

Le recueil de sperme ne fait pas 'objet de consignes par-
ticulieres ; la plupart des centres privilegient le recueil d'un
éjaculat unique dans tes oligospermies extrémes et ne pro-
posent de recueil double qu’en cas d’hypospermie ou de
cryptozoospermie afin d'optimiser la probabilité de retro-
uver des spermatozoides.

1. Examen direct
L'examen direct est standardisé dans chaque centre.

Il consiste a déposer aprés liquéfaction entre lame et
lamelle 1 a 3 gouttes de sperme de 10 a 20ul chacune qui
sont ensuite examinées dans leur totalité. Il est aussi pos-
sible d'utiliser une cellule de Thoma ou une chambre de
Makler. Dans tous les cas, I'observation se fait au micro-
scope photonique aux grossissements 200 ou 400.

Lors de cette cbhservation, dans chaque centre, on proce-
de & un comptage précis des spermatozoides, ce qui, rap-
porté au volume total, permet d’estimer le nombre total de
spermatozoides dans I'éjaculat.

La mobilité de chague spermatozoide est analysée dans le
L
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méme temps, et classée en progressif rapide (a), progres-
sif lent (b), mobile sur place (c) et immobile (d), conformé-
ment aux critéres de 'OMS [8].

La vitalité n'est appréciée dés 'examen direct que dans un
seul centre en colorant les spermatozoides a I'éosine nigro-
sine.

En dehors de la vitalité dont 'estimation fait I'objet de diver-
gences entre les 6 centres, il semble que globalement la
méthodologie de I'examen direct soit comparable.

2. Recherche approfondie de spermatozoides
a) Préparation d’une fraction concentrée

De fagon a concentrer les spermatozoides dans un volume
faible, elle consiste pour cing des six centres a centrifuger
la totalité de I'éjaculat a deux reprises (1500 a 3500 tr/mn
pendant 5 & 20 mn). Si le nombre de spermatozoides sem-
ble suffisant, ces centrifugations-lavages sont suivies d’'une
migration ascendante (mini swim-up) ou sur gradient de
percoll.

Un seul centre effectue de maniére systématique une
migration directe sur un gradient de PureSperm (Nidacon,
Gothenburg, Suéde, distribué par J. C. Diffusion, Lyon,
France). La totalité de I'éjaculat est répartie par aliquots de
1 a 1,5ml sur 2 couches de gradients 90/45 qui sont cen-
trifugés a 1400tr/mn pendant 20 minutes. Aprés lavage en
milieu P1 (Médicult, France), les spermatozoides sont
concentrés dans un culot compris entre 100 et 150 pl.

b) Analyse de la fraction concentrée

Pour chaque centre, 'analyse de cette fraction est réalisée
selon la méme procédure que celle de 'examen direct. Elle
est associée dans 3 centres a 'observation d'une goutte de
3 a 10pl au microscope inversé, sous huile. Dans tous les
cas, le nombre et la mobilité des spermatozoides sont a
nouveau évalués sur cette préparation.

Dans tous les cas d’asthénospermie importante (mobilité a
+ b) ou totale (100% immobiles), la vitalité des spermato-
zoides devient un parametre indispensable [5] et elle est
estimée soit par hypo-osmotic swelling test (HOS) soit par
un test a la pentoxyphylline [8]

3. Congélation de sperme

Selon les centres interrogés et en cas de cryptozoospermie,
elle est quasi systématique dans certains centres ou ciblée
sur des indications spécifiques pour d’autres. Elle est alors
proposée en cas de fluctuation importante des paramétres
spermatiques, de crainte d’aggravation ou de difficultés de
recueil. La mise en évidence lors du bilan de microdélétion
du chromosome Y ou de remaniement chromosomique
constitue également une indication a I'autoconservation.

Un centre n'ayant pas pratiqué d’autoconservations chez
les patients présentant une cryptozoospermie dans la
période considérée, la congélation de sperme a concerné
70 patients sur 99 (70,7%) dans les cing autres centres.
Elle a été proposée a 81,5% des patients présentant les
numérations les plus basses (Groupe 1) et 4 65,3% de ceux
du Groupe 2.

Au fil des années, cryoconservateur et type de paillettes ont
évolué, de sorte qu’actuellement, dans les cing centres, le
Sperm Freeze (FertiPro, Beernem, Belgique, distribué par
J. C. Diffusion, Lyon, France) est le seul cryoconservateur
utilisé, aux dilutions 1/2, rarement 2/3, et la conservation est
toujours effectuée dans des paillettes haute sécurité.

C’est au niveau des modalités de la congélation que les dif-
férences entre les centres sont les plus marquées (Tableau

1).

Ces différences sont directement en relation avec la fraction
congelée. Selon qu'il s’agisse de sperme entier, concentré
ou migré, le nombre moyen de paillettes réalisées par
patient varie en moyenne de 3,1 a 15,3 avec des valeurs
extrémes de 1 a 34. Il en est de méme pour les numérations
de spermatozoides totaux et mobiles par paillette. En fait,
seul le centre 3 congéle une fraction migrée de spermato-
zoides, selon la technique décrite précédemment par
Guthauser et al. [1]. Cette technique de congélation en
microgouttes consiste a préparer des paillettes contenant
une fraction de 25 a 50pi de spermatozoides migrés, diluée
au 1/2 dans du Sperm Freeze (FertiPro, Beernem, Belgique,
distribué par J. C. Diffusion, Lyon, France), entourée de 2
bulles d’air et a chaque extrémité d’une bulle de milieu.

Compte tenu de la qualité aléatoire des paillettes avant
congélation, les 5 équipes interrogées effectuent des tests
de décongélation, soit fréquemment, soit en raison d'un
nombre jugé insuffisant de spermatozoides mobiles obtenu
avant congélation (Tableau 2). Au total, 37 autoconserva-
tions sur 70 ont fait I'objet d'un test de décongélation avant
stockage des paillettes et dans 4 cas, un test de vitalité
HOS a été réalisé en raison d'une absence totale de mobi-
lité résiduelle aprés décongélation.

Enfin, au terme de ces différents tests, 58 des 70 tentatives
de congélation de spermatozoides ont été jugées utilisables
(Tableau 3).

IV. DISCUSSION

Cette étude rétrospective s'inscrit dans une démarche de
prise en charge spécifique des patients présentant une oli-
gospermie extréme, une cryptozoospermie, voire une
azoospermie non obstructive. L'examen conventionnel du
sperme tel qu’il est décrit par 'OMS [8] peut en effet s’avé-
rer faussement négatif. En particulier dans les cas d'a-
zoospermie non obstructive, Ron-El et al. [6] avaient mon-
tré que la recherche approfondie de spermatozoides avait
été positive chez 17 patients sur 49, permettant ainsi d’évi-
ter d'effectuer une biopsie testiculaire et de recourir a une
ICSI avec des spermatozoides éjaculés et un pronostic
comparable [2]. Ceci démontre l'intérét majeur de tout met-
tre en ceuvre pour parvenir a recueillir ces rares spermato-
zoides et éventuellement de répéter cette recherche appro-
fondie sur un autre éjaculat, voire en proposant au patient
un délai d’abstinence augmenté (14 jours) dans les cas les
plus sévéres [4], ce qui ne semble pas en usage pour les
six centres mentionnés.

Cette recherche approfondie est réalisée le plus souvent
par une succession de centrifugations lavages associée ou
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Tableau 1 : Modalités de la congélation des spermatozoides dans les différents centres pratiquant I'autoconservation.

CENTRE 1 2 3 4 5
Paillettes 2 N/ HS N/HS N/HS N/HS N/ HS
Cryoprotecteur D Sperm Freeze Sperm Freeze  Freezing medium Cryosperm Cryosperm
et dilution 1/2 2/3 Sperm Freeze 1/2  Sperm Freeze 1/2 Sperm Freeze 1/2
Sperme Entier Concentré  Migré Microgouttes Entier ou Concentré ou
concentré entier
Nombre de paillettes/ 15,3 3.1 3,1 5 6,4
patient C (10-20) (1-7) (1-6) (1-34) (2-18)
Nombre moyen de 33 340 25923 1345 55 676 4 510
spz/paillette € (20-50 000) (5 000-100 000) (54-6 600) (1500-100 000) (100-15 000)
Nombre moyen 1,5 2 554 721 15 891 1 601
de spz mobiles/ (0-5) (50-7 000) (0-4 000) (500-90 000} (24-3 000)
paillette C

a . Paillettes : N = Normale ; HS = Haute Sécurité.

b : Cryoprotecteurs : Freezing medium : Irvine Scientific, California, USA ; Cryosperme : Biomedica, Boussens, France ;
Sperm Freeze : FertiPro, Beernem, Belgique.

¢ : Valeurs moyennes et valeurs extremes entre ().

Tableau 2 : Fréquence et indication de décongélation et de vitalité (aprés décongélation) dans les 5 centres pratiquant
l'autoconservation.

CENTRE 1 2 3 4 5 TOTAL

Nombre tests de
décongélation/ nombre 3/3 11/13 18/24 3/25 2/5 37/70
d’autoconservations

Indication Systématique Quasi Quasi < 10 000 spz <2 000 spz
systématique  systématique mobiles/paillette  mobiles/paillette /

Nombre tests de
vitalité/ nombre tests
de décongélation 0/3 0/11 4/18 (HOS) 0/3 0/2 4/37

Tableau 3 : Bilan des autoconservations effectuées dans chaque centre pratiquant I'autoconservation.

CENTRE 1 2 3 4 5 TOTAL
Nombre de tentatives

d'autoconservation 3 13 24 25 5 70
Nombre d’'autoconservations 1 13 20 22 2 58
utilisables
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non & une migration sur gradient. Dans tous les cas ou des
spermatozoides sont retrouvés dans le culot final (au micro-
scope photonique a contraste de phase ou au microscope
inversé), il convient ensuite de pouvoir évaluer précisément
le nombre de spermatozoides disponibles et leur mobilité,
voire leur vitalité en cas d’asthénospermie majeure ou tota-
te. Au terme de cette recherche approfondie, il sera en effet
nécessaire d'étre en mesure d’apprécier si une tentative
d’ICSI est envisageable ou non. De plus, si une ICSI est
pratiquée, on devra étre en mesure de corréler les résultats
de l'ICSI avec la quantification précise des paramétres
spermatiques, la qualité embryonnaire semblant affectée
dans les cas de cryptozoospermie trés sévére [7].

Compte tenu de la variabilité intra individuelle possible des
parameétres spermatiques de ces patients, une autoconser-
vation de spermatozoides a été proposée a la grande majo-
rité des patients de notre série, préalablement a toute ten-
tative. Cette attitude se justifie d’autant plus que Kuczinski
et al. [3] nont pas observé d’effet délétére de la congélation
de spermes pathologiques sur les taux de fécondation et de
grossesse apres ICSI.

En pratique les modalités de congélation dans les centres
interrogés different principalement quant a la fraction
congelée, seion qu’il s’agisse de sperme entier, de sperma-
tozoides lavés et concentrés ou de spermatozoides sélec-
tionnés par migration. Lorsqu’il s'agit de sperme entier, le
nombre de paillettes est le plus important. Si I'on compare
la congélation de spermatozoides lavés et concentrés a la
congélation de spermatozoides migrés, le nombre moyen
de paillettes conservées par patient est comparable.
Toutefois, l'avantage de congeler des spermatozoides
migrés [1] est double : i) faciliter la recherche des sperma-
tozoides aprés décongélation et ii) obtenir des spermato-
zoides préts a étre injectés, débarrassés d'éventuels débris
cellulaires qui nuiraient a la microinjection.

Lorsque les paramétres initiaux sont trés aitérés, notam-
ment du fait d’'une asthénospermie majeure avant congéla-
tion, il semble judicieux de s’assurer que les paillettes auto-
conservées seront utilisables, leur finalité étant de remédier
a une éventuelle absence de spermatozoides injectables le
jour de T'ICSI. Il est donc utile de procéder a un test de
décongélation visant a évaliuer la survie des spermatozoi-
des. Dans notre série, 12 des 70 autoconservations réali-
sées se sont ainsi avérées inutilisables et parmi les 58 auto-
conservations jugées de qualité suffisante, 7 ont été utili-
sées pour les tentatives d'ICSlI.

V. CONCLUSION

Cette étude réalisée dans six centres démontre I’intérét
de mettre en ceuvre une technique de recherche appro-
fondie de spermatozoides dans tous les cas d’a-
zoospermie et d’oligospermie extréme. L’évaluation
précise du hombre de spermatozoides mobiles dispo-
nibles permet d’apprécier la faisabilité de I'lCSI et peut-
étre d’éviter de recourir a la biopsie testiculaire. Dans
notre expérience, I'autoconservation de ces spermes
pauvres semble étre de rigueur, de préférence avec une
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technique de microcongélation, afin de pallier & une
éventuelle absence de spermatozoide injectable le jour
de la tentative.
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