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I. Introduction

1. Généralités

parle d’infertilité lorsqu’un couple ne parvient pas a concevoir un enfant au bout de 12 mois
de rapports sexuels réguliers en I'absence de contraception (1). Elle concerne aujourd’hui
entre 15 et 25 % des couples en age de procréer, et trouve son origine dans des causes
masculines exclusivement (20 % des cas), féminines exclusivement (33 % des cas), mixtes
(39 % des cas) ou idiopathiques (8 % des cas). Ainsi, un facteur masculin d’infertilité est

retrouvé dans 60 % des cas (2).

La prise en charge de ces patients dans le cadre de I’Assistance Médicale a la Procréation

(AMP) est reglementée en France par la loi de bioéthique depuis 1994, dernierement révisée
le 2 ao(t 2021, et est définie dans I'article L2141-1 du code de la santé publique telle que :
« I'assistance médicale a la procréation s'entend des pratiques cliniques et biologiques
permettant la conception in vitro, la conservation des gametes, des tissus germinaux et des
embryons, le transfert d'embryons et I'insémination artificielle. ».
Historiquement, la premiere naissance par fécondation in vitro classique (FIVc) a eu lieu en
1978, suivie en 1992 par la premiére naissance obtenue grace a la technique de micro-
injection intra-cytoplasmique de spermatozoide, aussi nommée ICSI (Intracytoplasmic Sperm
Injection). Depuis lors, la proportion de nouveau-nés issus de I'’AMP ne cesse de croitre,
passant de 2,6 % des enfants nés dans la population générale frangaise en 2009 a 3,6 % en
2019 (3).

Pour parvenir a obtenir ces grossesses, I’AMP se décline en différentes techniques :

- Llinsémination intra-utérine (l1U) : elle consiste a introduire avec un cathéter les
spermatozoides, préparés a partir du sperme du conjoint ou d’un donneur,
directement dans l'utérus apres une stimulation pauci-folliculaire. Elle permet
d’optimiser I'ovulation et la rencontre des gameétes. La fécondation se déroule in vivo

dans les trompes de la femme ou les spermatozoides auront migré depuis I'utérus.



- La fécondation in vitro classique (FIVc) : elle consiste a reproduire en laboratoire ce

qui se passe naturellement dans les trompes féminines, c’est-a-dire la fécondation et
les premiéres étapes du développement embryonnaire. Aprés une stimulation multi-
folliculaire, les complexes cumulo-ovocytaires prélevés lors de la ponction sont mis
en contact avec des milliers de spermatozoides préparés a partir du sperme du
conjoint. A lissue d’'un temps de culture plus ou moins long, le ou les embryon(s)
obtenu(s) est/sont transféré(s) dans I'utérus avant leur nidation potentielle.
Cette technique permet de court-circuiter les trompes (infertilités tubaires) et de
rapprocher les spermatozoides des ovocytes (infertilités masculines modérées). Elle
est aussi indiquée en cas de trouble de I'ovulation, d’infertilité inexpliquée et d’échec
des IIU.

- La fécondation in vitro avec micro-injection intra-cytoplasmique de spermatozoide
(ICSI) : elle consiste a injecter un seul spermatozoide dans le cytoplasme d’un ovocyte
mature pour le féconder. Les étapes du développement embryonnaire sont
identiques a celles d’'une FIVc. Cette technique nécessite au préalable une étape de
décoronisation afin de retirer les cellules du cumulus oophorus entourant I'ovocyte,
et une étape de sélection des spermatozoides. Elle est proposée en cas

d’hypofertilité masculine majeure ou d’échec de fécondation en FIVc.

Afin de poser un diagnostic et de décider de la meilleure stratégie a adopter, un bilan
initial féminin et masculin sont réalisés.
Du c6té féminin, le bilan de base comporte un interrogatoire, un examen clinique, une
échographie pelvienne, un bilan hormonal permettant d’estimer la qualité de I'ovulation et
I'état de la réserve ovarienne, et une évaluation de la perméabilité des trompes de Fallope.
Le bilan initial masculin contient, en plus de l'interrogatoire et de I'examen clinique, un
spermogramme, un spermocytogramme et éventuellement un test de migration survie.
En cas d’anomalie d’'un des examens précédents ou d’'un point d’appel a l'interrogatoire

et/ou a 'examen clinique, des examens complémentaires peuvent étre prescrits.



2. Analyse du sperme

Le sperme est constitué des spermatozoides baignant dans le plasma séminal. Ce dernier
provient des sécrétions des glandes annexes (vésicules séminales, prostate, épididyme et
glandes de Cooper).

2.1. Spermogramme

Il constitue I'examen de premiére intention pour explorer une infertilité d’origine
masculine. |l reflete les étapes de production, de formation et de maturation des
spermatozoides des trois derniers mois.

Il s’effectue sur un prélevement recueilli par masturbation dans un réceptacle stérile
aprés 2 a 7 jours d’abstinence sexuelle et une asepsie locale. Ce dernier doit étre analysé
dans I'heure, en respectant le délai de liquéfaction de 15 a 30 minutes. Les modalités de
I'analyse suivent les recommandations de 'OMS 2021 (4).

L’'examen macroscopique permet d’évaluer I'activité des compartiments participant a
I’éjaculation grace a la détermination :

- duvolume, par calcul a partir de la pesée. Il doit étre compris entre 1,4 et 6 mL. En —
dessous de ces valeurs il s’agit d’hypospermie, tandis qu’il s’agit d’hyperspermie au-
dessus.

- de la viscosité, visualisée a partir de I'’écoulement d’une pipette. L’écoulement doit se
faire par petites gouttes individualisées de moins de 2 cm de longueur.

- du pH, par comparaison de la couleur de la bandelette pH a une gamme étalon. Il
doit étre supérieur a 7,2. En-dessous de cette valeur, un manque de sécrétions
alcalines produites par les vésicules séminales est suspecté.

L’'examen microscopique permet quant a lui d’évaluer la qualité et la quantité de la
production spermatique a travers les paramétres du tableau | suivant. A noter que ces
parameétres peuvent également étre évalués de maniére automatisée.



Tableau | : analyse microscopique du sperme

GEICII s Anomalies associées
mesurés 'OMS 2021
Oligozoospermie : diminution du
nombre de spermatozoides dans le
plasma séminal
S . >16 .
Dilution puis millions/mL Cryptozoospermie : Absence de
Concentration en | comptage dans une > 39 spermatozoides a I’'examen direct,
spermatozoides chambre mﬁlions mais spermatozoides observés
d’hémocytometre . aprés centrifugation
/éjaculat .
Azoospermie : absence de
spermatozoides dans I’éjaculat
aprés centrifugation
Evaluation
microscopique des
proportions relatives
des 4 catégoriesde | a+b>30% | Asthénozoospermie : diminution
Mobilité mouvement et/ou de la mobilité des spermatozoides
a : progressifs a+b+c Akinétospermie : absence totale
rapides 242 % de mobilité
b : progressifs lents
¢ : mobiles sur place
d : immobiles
Observation
microscopique de
spermatozoides Si présence, recherche des anti-
. mobiles attachés corps anti-spermatozoides
Agglutinats R Absence .,p . .p e
entre eux par la téte, associés a une infertilité d’origine
la piece immunologique
intermédiaire ou le
flagelle
Vitalité . , . .
. Coloration par Nécrozoospermie : proportion
(proportion de . . . 0 . .
N éosine-nigrosine ou 254 % importante de spermatozoides
spermatozoides . L
. test hypo-osmotique morts dans le plasma séminal
vivants)
Dilution puis
. comptage des
Concentration en
cellules rondes dans
cellules rondes
une chambre
(cellules s R
. d’hémocytometre . ,
germinales Identification puis Leucocytes Leucospermie : présence de
immatures ou . P < 1million/ | polynucléaires a une concentration
numération des .. R
cellules . . mL supérieure a la norme
. leucocytes a partir
somatiques
(e re de la lame du
épithéliales,
spermocytogramme
leucocytes)

ou coloration de
leurs granulations




En cas d’anomalie(s), un controle est effectué trois mois plus tard. Ce délai
correspond a la durée d’un cycle de spermatogeneése, soit 74 jours de production au niveau
du testicule et 14 jours de transit épididymaire. Il est important de prendre connaissance des
éléments pouvant impacter les résultats (délai d’abstinence, antécédents uro-génitaux,
fievre, prise médicamenteuse, consommation de toxiques, exposition a la chaleur ...) afin
d’interpréter correctement I'examen.

En complément de cet examen, une spermoculture, un MAR-test ou encore une
biochimie séminale peuvent étre réalisés.
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2.2. Spermocytogramme

Le spermocytogramme est I'examen qui permet d’évaluer la morphologie des
spermatozoides sur frottis.

2.2.1. Description de la structure d’un spermatozoide

La microscopie électronique est la méthode qui permet d’étudier au mieux la structure d’un
spermatozoide. || mesure environ 60 um de long et est composé, en plus de la membrane
plasmique qui I’entoure :

- D’une téte ovalaire et aplatie. Elle contient le noyau qui occupe la majeure partie de
la téte et dont la chromatine est trés condensée. Il est surmonté par I'acrosome qui
recouvre les deux tiers antérieurs du noyau. Le tiers postérieur du noyau est quant a
lui entouré de cytoplasme, qui occupe donc une partie limitée, en région post-
acrosomique.

- D’uncol, joignant la téte et le flagelle, et contenant I'appareil centriolaire proximal.

- D’un flagelle qui se décompose lui-méme en trois parties. La premiére partie est la
piece intermédiaire, constituée du complexe axonemal, de fibres denses et d’une
spirale mitochondriale. La deuxiéme partie est la piéce principale, contenant le
prolongement du complexe axonemal, des fibres denses, et une gaine fibreuse. Enfin
la troisieme partie est composée de la fin du complexe axonemal.

La structure générale d’un spermatozoide au microscope électronique est présentée dans la
figure 1 ci-dessous :

Figure 1 : structure générale d’un spermatozoide humain en microscopie électronique
(tirée et modifiée de http://pierrotdcdl.over-blog.com/2017/11/autour-du-spermatozoide.html
consulté le 13/01/2022 (5))

© 6. Dolisi - - Membrane Acrosome : rile
Mitochondries -
Gaine protéique plasmique dans la fusion des
du flagelle l gameétes

| .
| Moyau a 23
1' chromosomes

Flagelle : 45 um Piéce intermédiaire : Téte:3a5um
3a5um
Spermatozoide humain en M.E.T.
(microscope électronique a transmission)
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Ces éléments concourent a assurer les fonctions biologiques du spermatozoide :

- Migration dans le tractus féminin jusqu’au complexe cumulo-ovocytaire grace a
I'’énergie fournie par les mitochondries et aux microtubules de I'axoneme qui lui
conférent une trajectoire curvilinéaire.

- Reconnaissance, fixation, fusion et activation de l'ovocyte grace a la membrane
plasmique et aux enzymes contenues dans I’'acrosome (acrosine, hyaluronidase).

- Transmission du patrimoine génétique paternel grace a son noyau haploide.

- Initiation des premiéres divisions du zygote grace au centriole proximal.

Sil'un d’entre eux est altéré, le spermatozoide peut dysfonctionner.
2.2.2. Etapes de réalisation

Il s’agit dans un premier temps d’étaler 5-10 pyL de sperme (brut ou ayant
préalablement subi une étape de centrifugation ou de lavage) sur une lame a I'aide d’une
lamelle, puis de la faire sécher a I'air libre.

Les étapes suivantes de fixation et de coloration peuvent étre réalisées avec
différents réactifs. La coloration de Papanicolaou est celle recommandée par I'OMS. De cette
maniere, la région acrosomique apparait bleu pale tandis que la région post-acrosomique
apparait bleu foncé. La piece intermédiaire peut étre rouge et le flagelle peut étre coloré en
bleu ou en rouge. Les restes cytoplasmiques sont repérés en rouges. Sont également
colorées les autres cellules, que ce soient les cellules germinales immatures (spermatides,
spermatocytes) ou les cellules non germinales (cellules épithéliales, leucocytes). En dehors
de la coloration de Papanicolaou, I'OMS décrit aussi la coloration de Shorr et la coloration
rapide telle que Diff-Quick. Ces techniques présentent I'avantage d’étre plus rapides que
celle de Papanicolaou, mais les résultats obtenus peuvent présenter une faible corrélation
entre eux (6).

Pour I'observation, il est conseillé de commencer par avoir une vision globale au
grossissement x400 afin d’apprécier la répartition des spermatozoides, des autres cellules et
des débris. Puis examiner 200 spermatozoides intacts consécutifs au microscope a
immersion au grossissement x1000. |l s’agit de les répartir en deux groupes : spermatozoides
normaux ou typiques, et les anormaux ou atypiques. Les spermatozoides anormaux font
I'objet d’une identification des différentes anomalies qu’ils présentent au niveau de la téte,
de la piece intermédiaire, du reste du flagelle, ou d’un éventuel reste cytoplasmique. Cela
doit étre réalisé par du personnel formé et habilité, participant régulierement a des
contréles qualité internes et externes.
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L'algorithme décrivant la marche a suivre pour I'observation visuelle fournit par

I’'OMS (4) est présenté dans la figure 2 ci-dessous.

Figure 2 : algorithme décrivant la marche a suivre pour I’évaluation morphologique des

spermatozoides
(tirée du manuel de 'OMS, 6%™¢ édition (4))

Identify cell type:
leukocyte, germinal cell
or other object (score
separately if required)

Can it be
classified*®?

Stop - go to next cell

Is a large
cytoplasmic
residue visible?

Score abnormal sperm
and Cytoplasmic
Residue Abnormality

Score abnormal sperm
(if not above) and Tail
Abnormality

Is the tail
abnorrmal?

Score abnormal sperm
[if nat above) and Midpiece
Abnormality

Is the midpiece
abnormal?

Score abnormal sperm
(if nor abowve) and Head
Abnormality

Is the head
abrnormal?

1

Y

Score Ideal Spermatozoon Stop - go to next cell

* Complete with head and tail, clearly visible and not overlapped by other cells or
objects
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En alternative a l'analyse visuelle de la morphologie des spermatozoides, des
méthodes semi-automatisées permettent de classer les spermatozoides sur des critéres
portant sur la téte et la piece intermédiaire.

2.2.3. Classification de Kriiger

Cette classification a été proposée en 1986 par Kriiger et son équipe de I'hdpital de
Tygerberg et détaillée en 1990 (7). Leur but est d’évaluer de maniére reproductible la
morphologie des spermatozoides afin d’en faire un facteur pronostique du taux de
fécondation et du taux de grossesse en FIVc (8). Elle constitue aujourd’hui la classification
internationale recommandée par I'OMS (4), qui fournit des planches validées par le Dr
Kriiger, ainsi qu’une définition précise de la morphologie d’un spermatozoide normal :

- La téte doit étre ovale, lisse et réguliére, avec un acrosome occupant 40 a 70 % de
son volume. Elle-méme mesure 3-5 um de long sur 2,5-3,5 um de large. La région
post-acrosomique ne doit contenir aucune vacuole tandis qu’'un maximum de 2
vacuoles est toléré en région acrosomique si elles restent de petite taille, c’est-a-dire
gu’elles occupent moins de 20 % de la téte.

- La piece intermédiaire doit étre d’environ la méme taille que la téte et alignée dans
le méme axe. Elle doit rester mince et réguliére.

- Leflagelle doit étre de calibre régulier sur toute sa longueur d’environ 10 fois celle de
la téte (45 um). Il est plus fin que la piece intermédiaire et ne présente pas d’angle
aigu.

- Les restes cytoplasmiques ne doivent pas excéder le tiers de la taille d’'une téte
normale.
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Les critéeres sont dits stricts car les formes limites sont considérées comme
anormales, a l'inverse des autres classifications qui les classent parmi les normales. Des
exemples d’'anomalies sont présentés dans la figure 3 ci-dessous :

Figure 3 : exemples d’anomalies morphologiques des spermatozoides
(tirée du manuel de 'OMS, 6%™¢ édition (4))

A. Head defects

) (b) (c) (d) (e ()

Tapered Pyrifarm Round Amorphous Vacuuslatetl Small
] | acrosomal
1 -
No Small ) area
acrosome
v v v v w w
B. Neck and midpiece defects C. Tail defects D. Excess residual
cytoplasm
(@ (h) (i (0 (k) 0 () (n
Bent neck  Asymmetrical  Thidk Thin Short Bent Coiled > one third
insertion head
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Un exemple de spermatozoides colorés avec la technique de Papanicolaou et classés selon
les critéres stricts est présenté dans la figure 4 ci-dessous :

Figure 4 : spermatozoides colorés avec la technique de Papanicolaou et classés selon les

critéres stricts
(tirée du manuel de 'OMS, 6%™¢ édition (4))

2
18
"4
3
" ’
Légende :

1 - spermatozoide normal
2/3/4 — spermatozoides anormaux
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Le nombre de spermatozoides normaux ainsi que les anomalies de chacune des
parties des spermatozoides anormaux sont recensées. Cela permet d’obtenir le pourcentage
de spermatozoides normaux, la proportion de chacune des anomalies, et de calculer le TZI
(Teratozoospermia Index). Ce dernier correspond au nombre moyen d’anomalies par
spermatozoide anormal :

- Somme des anomalies
T2 / Somme des spermatozoides anormaux

Il est compris entre 1 et 4 (9). Aucune norme n’a été proposée par 'OMS pour le TZI.

Le seuil normal de formes typiques a d’abord été fixé a 14 % (10). En-deca, on parle
de tératozoospermie, c’est-a-dire une proportion trop importante de spermatozoides
anormaux.

Elle était initialement divisée en deux groupes, le groupe « bon pronostic » ayant 5 a 14 % de
formes typiques, et le groupe de « faible pronostic » ayant < 5 % de formes typiques. Par la
suite, le seuil de 14 % a été controversé car la majeure partie des hommes fertiles de la
population générale ne satisfait pas ce critére (11).

Le seuil de normalité a été abaissé a 4 % dans la 5™ édition de I'OMS et maintenu dans la
suivante.

3. Etapes de la fécondation in vitro classique

3.1. Lafécondation in vivo

Au moment de I'éjaculation, les spermatozoides ne sont pas fécondants. Cette
capacité est inhibée par des facteurs présents dans le plasma séminal. Ils sont notamment
représentés par des protéines de surface et du cholestérol qui va s’inclure dans la
membrane pour en diminuer la fluidité. Ce n’est qu’au cours de leur migration dans les voies
féminines qu’ils acquierent le pouvoir d’étre fécondant. Ce phénomeéne est la capacitation, la
maturation fonctionnelle du spermatozoide. Elle a lieu d’abord grace a la glaire cervicale qui
permet de séparer les spermatozoides du plasma séminal et des glycoprotéines de
revétement inhibitrices de la capacitation qui le recouvrent. De plus, la perte progressive en
cholestérol permet a la membrane d’étre plus fluide et donc d’extérioriser ses récepteurs
tout en laissant entrer des ions calcium. La capacitation se termine au niveau de I'isthme.
Elle se traduit par I'hypermobilité des spermatozoides qui sont alors capables de progresser
a travers les trompes a la rencontre du complexe cumulo-ovocytaire.

Le complexe cumulo-ovocytaire (COC) est le résultat de 'ovogeneése et de I'ovulation.
Il est constitué d’'un ovocyte, et de cellules périphériques du cumulus oophorus formant la
corona radiata. L'ovocyte est bloqué en métaphase Il de la méiose, et présente donc un
globule polaire dans l'espace péri-vitellin, signant sa maturité nucléaire. Sa maturité
cytoplasmique est marquée par les granules corticaux présents sous la membrane
plasmique. La zone pellucide de I'ovocyte est de nature glyco-protéique.
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La fécondation est la fusion des deux gameéetes male et femelle, le spermatozoide et
I'ovocyte, pour former une cellule unigue nommeée zygote. Elle ne peut avoir lieu que dans
les 24h suivant I'ovulation. Les spermatozoides survivant environ 4 jours dans I'appareil
génital féminin, la période de fécondabilité ne dure que 5 jours globalement.

La fécondation débute par la traversée des cellules du cumulus oophorus par les
spermatozoides grace a leur hyper-mobilité. lls parviennent ensuite a la zone pellucide a
laquelle ils se fixent selon un mode de reconnaissance spécifique. Cette liaison va induire la
réaction acrosomique, qui consiste en la libération du contenu de I'acrosome, notamment
de I'acrosine et de la hyaluronidase, permettant la pénétration du spermatozoide fécondant
a I'intérieur de la zone pellucide. Il entre ensuite en contact avec la membrane plasmique de
I'ovocyte avec laquelle il fusionne. Cela entraine un influx de calcium dans I'ovocyte, ce qui a
pour effet de I'activer. L'ovocyte libére alors le contenu des granules corticaux (réaction
corticale), pour rendre la zone pellucide imperméable a d’autres spermatozoides et ainsi
éviter la polyspermie.

L'ovocyte peut alors terminer sa méiose, expulser son deuxieme globule polaire, et faire
apparaitre le pronucleus femelle. Le pronucleus male se forme a partir du noyau du
spermatozoide remanié. Les deux pronuclei s’accolent, leurs membranes nucléaires
respectives disparaissent au cours du phénomene de syngamie: la premiére division
cellulaire de 'embryon peut démarrer.

La premiere division de segmentation du zygote le transforme en deux cellules
nommeées blastomeres. C'est le stade du premier clivage ou clivage précoce qui survient
entre 24 et 30 heures apres la fécondation.

La deuxiéme division permet d’atteindre le stade 4 cellules aprés une breve étape transitoire
a 3 cellules. Le stade 8 cellules est atteint a l'issue de la troisieme division. Alors que
I'embryon est constitué d’environ 16 cellules grace a ses divisions successives, il va former
une morula, c’est-a-dire un amas de cellules sphériques qui vont se compacter entre elles.
Malgré le nombre croissant de cellules, 'embryon possede toujours la méme taille car il
reste délimité par sa zone pellucide.

Lorsque le blastocele (cavité liquidienne) se creuse en son sein, 'embryon devient un
blastocyste. A ce stade, il est formé de deux types de cellules : les cellules périphériques du
trophectoderme qui donneront les annexes de I'embryon (placenta) et les cellules de la
masse cellulaire interne qui donneront I'embryon lui-méme. Petit a petit, la cavité s‘agrandit
tandis que la zone pellucide s’affine pour finalement se rompre: c’est I'éclosion du
blastocyste qui a lieu a J5 ou J6. Il est alors prét pour la nidation dans I'endomeétre.
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Ces étapes sont schématisées dans la figure 5 ci-dessous :

Figure 5 : schéma de la fécondation et du développement embryonnaire in vivo

(tirée de http://infirmi.e-monsite.com/pages/biologie-1/schema-fecondation.html consulté le
13/01/2022 (12))

[ maintien ce fa grassesse l \
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3.2. Lafécondation in vitro

La FIV consiste a reproduire au laboratoire ce qui se passe naturellement dans les
voies génitales féminines : la fécondation et les premieres étapes du développement
embryonnaire.

Elle a lieu aprés une stimulation ovarienne de la femme, induisant la croissance de
plusieurs follicules sous controle échographique et hormonal. Une fois un nombre suffisant
de follicules mdrs atteint, le déclenchement assure la maturation finale des ovocytes. 36h
plus tard, la ponction ovarienne permet de prélever les complexes cumulo-ovocytaires
contenus dans les follicules. Ce prélévement est rapidement acheminé au laboratoire afin
d’extraire les complexes cumulo-ovocytaires du liquide folliculaire et de les placer dans un
milieu adapté en attendant d’étre mis en contact avec les spermatozoides.

Le recueil du sperme se fait le jour de la ponction. Pour reproduire le phénoméne de
maturation fonctionnelle qui se déroule naturellement dans le tractus féminin, le
prélevement doit subir une préparation. Deux techniques sont principalement utilisées :
celle du gradient de densité et celle du swim-up.

Le gradient de densité consiste a faire migrer les spermatozoides a travers deux solutions de
micro-billes de silice de concentrations croissantes au cours d’'une centrifugation. Il a pour
but d’éliminer les débris cellulaires ou acellulaires, les micro-organismes, les spermatozoides
immobiles ainsi que les agglutinats contenus dans le sperme. Les spermatozoides normaux
se concentrent dans le culot. lls sont ensuite lavés et remis en suspension.

Le swim-up consiste quant a lui en une migration ascendante dans un milieu de culture
capacitant. Apres un temps d’incubation a 37°C, les spermatozoides les plus mobiles se
trouvent a la surface du milieu tandis que les spermatozoides pas ou peu mobiles et tous les
autres éléments contenus dans le sperme demeurent au fond du tube.
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Ces techniques permettent donc la sélection, la concentration et la capacitation des
spermatozoides en les séparant du plasma séminal. lls sont alors capables de féconder un
ovocyte.

Les figures 6 et 7 permettent de schématiser ces deux techniques.

Figure 6 : schéma d’un gradient de densité
(tirée de Malvezzi, 2014 (13))

Centrifugation
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d'éjaculat
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Figure 7 : schéma d’une technique de swim-up
(d’aprés le cours du Dr C. Frapsauce, CHRU Tours)
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La FIVc a proprement parler consiste a mettre en contact les complexes cumulo-
ovocytaires directement avec un nombre défini de spermatozoides préparés. Elle se
distingue de la technique d’ICSI par le fait que les spermatozoides traversent d’eux-mémes
les cellules du cumulus oophorus et la zone pellucide. Elle se fait dans une boite remplie de
milieu adéquat, qui est ensuite placée dans un incubateur a température et atmosphéere
controlées.

Le lendemain, il faut réaliser une étape de décoronisation, c’est-a-dire débarrasser
mécaniquement l'ovocyte des cellules de la corona radiata qui I’entourent. Cette étape
permet d’abord de visualiser si I'ovocyte est mature (expulsion du premier GP) et s’il a été
correctement fécondé (expulsion du deuxieme GP et visualisation des deux PN).

La culture des embryons se poursuit ensuite jusqu’a J2-J3 ou J5-J6 selon les centres
d’AMP. En effet, le stade de transfert n’étant pas consensuel, chaque centre adopte une
stratégie de transfert qui lui est propre.

Afin de sélectionner les embryons ayant le plus de probabilité de s’implanter et donc
d’aboutir a une naissance, des scores permettant d’apprécier la qualité embryonnaire ont
été établis. lls reposent sur des critéres morpho-cinétiques. Cette évaluation peut se faire
ponctuellement au microscope ou en time-lapse qui consiste a suivre la morphologie
embryonnaire en semi-continu grace a une caméra intégrée dans l'incubateur.

L’évaluation a J2-J3 repose sur le nombre et 'homogénéité de taille des blastomeres, la
présence de fragments cytoplasmiques, et la présence de blastomeéres multinucléés (14). En
terme de cinétique optimale, 'embryon doit avoir 2 cellules a la 25°™¢ heure (clivage
précoce), 4 cellules a J2 et 8 cellules a J3. Les cellules doivent étre de taille similaire pour que
I'embryon soit typique, dans le cas contraire il est qualifié d’atypique. Les fragments
cytoplasmiques ne doivent pas excéder 10 % du volume de I'embryon. Enfin, les blastomeres
ne doivent posséder qu’un seul noyau, les blastomeres multinucléés étant associés a des
anomalies chromosomiques (14).

Dans le but d'améliorer le taux d'implantation, on peut envisager de prolonger la culture in
vitro des embryons jusqu'au stade de blastocyste. Cela permettra d'identifier et d'éliminer
les embryons dont la segmentation s'arréte apres quelques divisions.

L’évaluation des blastocystes a J5-16 est réalisée selon la classification de Gardner et
Schoolcraft de 1999 (15). Elle prend en compte le degré d’expansion (allant de B1 a B6) et la
cinétique de formation du blastocyste, ce stade doit étre atteint a J5 pour avoir un meilleur
taux d’implantation. A partir du stade B3, la masse cellulaire interne et le trophectoderme
peuvent étre gradés de A a C, la lettre A étant associée a une meilleure qualité
embryonnaire. La signification des différents grades est précisée dans le tableau Il ci-
dessous.
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Tableau Il : grades de la classification de Gardner et Schoolcraft (15)

Stade d’expansion du blastocyste

Blastocele < 50 % du volume .
B1 7 B4 Blastocyste expansé
embryonnaire
Blastocele > 50 % du volume . .
B2 7 B5 Blastocyste en cours d’éclosion
embryonnaire
B3 Blastocyste en cours d’expansion B6 Blastocyste éclos
Masse cellulaire interne Trophectoderme
, Epithélium cohésif sur 100 % de la
A Nombreuses cellules regroupées A P 0
surface
, Epithélium cohésif sur>50% de la
B Quelques cellules regroupées B P °
surface
Epithélium cohésif sur < 50 % de la
C Pas ou peu de cellules C P ?
surface

Le ou les embryons sélectionnés pour le transfert sont montés dans un cathéter puis
placés dans la cavité utérine.

Les embryons surnuméraires de bonne qualité sont vitrifiés afin d’étre transférés lors
d’un prochain cycle. Ceux ayant arrété leurs divisions sont éliminés.

Le test grossesse par BhCG (Hormone chorionic gonadotrophine) plasmatique est
réalisé 7 a 10 jours apres le transfert, puis controlé deux fois et confirmé par échographie.
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L'ensemble de ces étapes est résumé dans la figure 8 ci-dessous :

Figure 8 : schéma résumé des différentes étapes de la FIVc
(tirce de https://pma-clermont-ferrand.fr/fiv-fecondation-in-vitro-deroulement-clermont-
ferrand-prix-definition/ consulté le 10/01/2022 (16))

La FIV en 6 étapes
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4. Contexte et objectifs de la these

4.1. Historique de I'évaluation de la morphologie et de |'établissement de
normes

Chez 'Homme, la morphologie des spermatozoides résulte d’'un processus complexe
de spermatogénése. Durant environ 3 mois, les spermatogonies puis les spermatocytes et
les spermatides subissent de nombreux remaniements structuraux puis une maturation
épididymaire post-testiculaire, aboutissant ainsi a des spermatozoides matures de formes
relativement hétérogeénes. Cette hétérogénéité rend I'évaluation de la morphologie
spermatique difficile.

Dés 1951, Macleod et Gold (17) comparent la morphologie des spermatozoides

d’hommes infertiles avec ceux d’hommes fertiles décrivant des anomalies qui doivent étre
présentes chez moins de 20 % des spermatozoides. Les spermatozoides normaux sont ceux
gui ne présentent pas d’anomalie : ils sont qualifiés ainsi par défaut.
C’est sur cette classification et avec la contribution des travaux d’Eliasson (18) que sont
basées les deux premiéres éditions de recommandations de 'OMS publiées respectivement
en 1980 et en 1987. Aucune description du spermatozoide normal n’y est mentionnée. La
proportion de formes normales des hommes fertiles se situe entre 48 et 98 % dans la
premiere édition, tandis que le seuil de référence est placé a 50 % dans la deuxieme.
Cependant, la pertinence clinique de cette maniére de classer les spermatozoides est remise
en question par Page et Holding en 1951 (19).

Une deuxieme méthode pour identifier les spermatozoides de forme normale

consiste a examiner ceux présents dans la glaire endo-cervicale post-coitale, notamment
dans la partie la plus haute du canal, par rapport a ceux du sperme brut. En effet, il s'opere
une premiere sélection des spermatozoides dans la glaire cervicale constituée de
glycoprotéines fibrillaires et d’eau. Seuls les spermatozoides les plus mobiles parviennent a
la traverser. Ce sont eux qui sont considérés comme fonctionnels et capables d’atteindre le
complexe cumulo-ovocytaire.
Cette approche a été développée par Van Zyl en 1976 (7) puis corroborée par Mortimer en
1982 (20). C’'est également I'approche utilisée pour I'élaboration des critéres stricts afin de
relier la morphologie spermatique classée en 7 catégories et le taux de fécondation (8). Elle
est complétée par Liu et Baker qui mettent en ceuvre une technique complémentaire :
I'examen des spermatozoides liés a la zone pellucide. Ils montrent que le taux de liaison des
spermatozoides de forme normale est corrélé au taux de fécondation in vitro (21). Ceci
s’explique par le fait que la zone pellucide constitue une barriére sélective, par exemple en
éliminant les spermatozoides incapables d’effectuer la réaction acrosomique.

25



Ce n’est qu’a partir de sa 3°™ édition publiée en 1992 que 'OMS recommande les
critéres stricts associés a la définition claire d’'un spermatozoide normal. Le seuil est fixé a
30 %. Cette édition inclut le MAI (Multiple abnormabilities index) décrit par Jouannet en
1988 (22) qui est finalement remplacé par le TZI en 1997. Ce dernier est présenté comme le
reflet de la fertilité in vivo (9).

Il faut attendre la 4°™¢ édition de 1999 (23) pour que 'OMS adopte complétement les
critéres de Kruger et que le seuil de 14 % initialement proposé par Kriiger soit notifié, sans
étre pour autant recommandé.

Puis la 5°™¢ édition de 2010 (24) fournit pour la premiére fois une valeur seuil de référence
minimale a 4 % correspondant au 5™ percentile de I'étude de Cooper (25).

Enfin, la 6™ édition OMS 2021 actuellement en vigueur reprend les critéres et les
valeurs dictées dans la précédente édition. Elle précise que les spermatozoides anormaux
sont associés a un pouvoir fécondant diminué selon le type d’anomalie, et qu’ils peuvent
avoir une altération de I'ADN qu’ils véhiculent (fragmentation, chromatine immature,
aneuploidie, aberration chromosomique).

En dehors des recommandations de I'OMS, d’autres classifications co-existent mais
elles sont utilisées seulement dans certains pays. C’'est le cas notamment de la classification
de David modifiée par Jouannet (22) qui a introduit le MAI. Elle est principalement utilisée
en France. Cependant, sa capacité a prédire le taux de fécondation en FIV est controversée
(26).

4.2. Contexte actuel

En-dehors de quelques rares anomalies monomorphes dont le lien avec l'infertilité a
été prouvé et associé a une anomalie génétique (par exemple en cas de globozoospermie
totale ou lors du syndrome de Kartagener (27)), la vaste majorité des anomalies de
morphologie spermatique est polymorphe, et leur signification n’est pas clairement établie.

In vivo, la morphologie est présentée par certains auteurs comme le parametre le
plus discriminant entre une population d’hommes fertiles et infertiles (28,29) et est inclue
dans les algorithmes de prédiction de la fertilité in vivo. D’autres auteurs au contraire ne
trouvent pas de corrélation entre la morphologie et le taux de grossesse spontanée (30) et
montrent que des hommes ayant une absence totale de formes normales dans le sperme
ont tout de méme de forts taux de grossesse spontanée (31).

Cette controverse souléve la question de la valeur clinique de la morphologie et de sa
capacité a établir un diagnostic d’infertilité masculine, notamment en cas de
tératozoospermie isolée : constitue-t-elle un critére de prise en charge en AMP a elle seule ?

Une fois la prise en charge en AMP initiée, I'impact de la morphologie sur le type de
technique a adopter ainsi que sur les résultats de cette derniére sont également sujet a
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discussion. Ceci peut étre imputable au caractére subjectif et variable de I'évaluation de la
morphologie (32) et a son manque de standardisation (11) qui a amené certains auteurs a
proposer que chaque laboratoire définisse ses propres normes (33). Il n’existe donc pas de
recommandation de la part de I’'OMS pour privilégier une technique par rapport a une autre
en fonction des résultats de I'analyse morphologique.

Dans le cas de la FIVc, le potentiel de ce paramétre en tant que marqueur pronostic
indépendant de la numération et de la mobilité ne fait pas I'unanimité.

L’objectif de notre travail est de déterminer dans quelle mesure la morphologie des
spermatozoides influence les résultats de fécondation en FIV classique au CHRU de Tours.

Pour atteindre notre objectif principal, nous avons mesuré le taux de fécondation
ainsi que la fréquence de survenue d’échec de fécondation et de pauci-fécondation. Nous
avons également recherché un seuil optimal du nombre de spermatozoides normaux qui
permettrait de prédire I'issue de la fécondation, et déterminé les performances analytiques
associées a un tel seuil.

Secondairement, nous nous sommes intéressés a des marqueurs de qualité
embryonnaire a J2 et au devenir des embryons transférés via le taux de grossesse et le taux
de naissance.
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II. Matériel et méthodes

1. Population d’étude

Ce travail consiste en une étude rétrospective portant sur 582 couples de patients. |l
inclut les couples ayant bénéficié d’'une FIV classique de rang un avec sperme frais du
conjoint entre 2017 et 2020 au CHRU de Tours. Les indications de la tentative de FIVc sont :
I'imperméabilité tubaire, les troubles de I'ovulation, I'endométriose, I'infertilité masculine
modérée, l'infertilité d’origine mixte et l'infertilité idiopathique.

Criteres d’inclusion

Seuls les couples ayant un spermogramme complet et un spermocytogramme évalué selon
les critéres stricts de Kriiger avant la tentative ont été inclus, pour que les valeurs soient
obtenues avec la méme classification. Lorsque plusieurs spermocytogrammes étaient
disponibles, uniguement celui précédant immédiatement la tentative a été pris en compte
dans I'étude.

Criteres d’exclusion

Les ponctions ne retrouvant pas d’ovocyte ou pas d’ovocyte mature n’ont pas été retenues
car le taux de fécondation tel que défini dans notre étude est alors incalculable.

Les FIVc de rang supérieur ou égal a deux ont été exclues afin qu’aucune indication sur une
fécondation antérieure ne soit disponible, et que chaque couple ne soit représenté qu’une
seule fois.

Les autres techniques d’AMP (lIU et ICSI) ne sont pas concernées.

2. Préparation et analyse du sperme

Les prélevements de sperme sont recueillis par masturbation aprés une abstinence de 2
a7 jours.

Leur analyse est conduite selon les recommandations de la 5™ édition de I'OMS,
version alors en vigueur au moment de I'étude (24).
Apres compléte liquéfaction, le volume, la viscosité, le pH du prélevement, ainsi que la
concentration, la mobilité et la vitalité des spermatozoides sont déterminés dans I’heure
suivant I'émission. Ceci permet d’identifier I’'hypovolémie (volume < 1.5mL),
I'oligozoospermie (concentration en spermatozoides < 39 millions par éjaculat),
I'asthénozoospermie (mobilité progressive a+b < 32 %) et la nécrozoospermie
(vitalité < 58 %).
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Apres coloration de Harris Shorr, I'analyse morphologique est réalisée au microscope a
I'objectif a immersion (x1000) sur 200 spermatozoides consécutifs, par deux évaluateurs
différents, selon les critéres stricts décrits par Kriiger. La définition du spermatozoide normal
est appliquée pour déterminer le pourcentage de formes dites typiques. Tout spermatozoide
de forme limite est considéré comme anormal. Les anomalies de chaque partie du
spermatozoide (téte, pieéce intermédiaire et flagelle) sont rapportées afin de calculer le TZI
(teratozoospermia index). La tératozoospermie se définit par une valeur de formes typiques
<4 %.

La numération des polynucléaires neutrophiles dans le sperme permet de mettre en
évidence une éventuelle leucospermie en cas de valeur supérieure ou égale a 1 million/mL.

3. Déroulement de la tentative de FIV classique

3.1. Stimulation ovarienne

Le protocole de stimulation ovarienne commence par une premiére phase de blocage
de I'axe hypothalamo-hypophysaire, soit grace a un agoniste, soit grace a un antagoniste de
la GnRH (Gonadotrophine releasing hormone). Une fois la mise au repos des ovaires atteinte,
la deuxieme phase de stimulation a proprement parler est obtenue grace a la FSH (Follicule
stimulating hormone). Les effets du traitement sont suivis par des échographies régulieres
des ovaires et par des dosages hormonaux, notamment de I'cestradiol, de la LH (Luteinizing
hormone) et de la progestérone. En fonction des résultats, le déclenchement de I'ovulation
par BhCG est programmé.

3.2. Ponction ovarienne

Le recueil ovocytaire a lieu environ 36h apres le déclenchement de I'ovulation, par
voie trans-vaginale échoguidée au bloc opératoire. Les tubes de ponction sont acheminés
rapidement au laboratoire de FIV afin d’isoler et de laver les complexes cumulo-ovocytaires
du liguide folliculaire (ORIGIO® Flushing Medium). lls sont ensuite incubés en puits de 0,8mL
a37°Csous 6 % de COz et 5 % d’0; en attendant la mise en contact avec les spermatozoides.

3.3. Préparation du sperme

La sélection des spermatozoides pour I'insémination des ovocytes est effectuée par un
gradient de densité (ORIGIO® Gradient™ 40/80), avec une étape de centrifugation puis de
lavage du culot. La concentration et la mobilité sont également évaluées aprés gradient, a la
différence de la morphologie dont I’évaluation n’est pas réitérée le jour de la tentative.
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3.4. Mise en fécondation et évaluation de la fécondation

Les ovocytes sont inséminés avec environ 80 000 spermatozoides mobiles progressifs
par puits, en milieu ORIGIO® Sequential Fert™. Le temps de contact entre les complexes
cumulo-ovocytaires et les spermatozoides est d’environ 2h. A l'issue de cette durée, les
ovocytes sont placés dans des puits de milieu (ORIGIO® Sequential Fert™) ne contenant pas
de spermatozoides.

Le lendemain, a J1, les ovocytes sont décoronisés manuellement puis placés
individuellement dans des micro-gouttes de 25 pL de milieu de culture unique (ORIGIO®
SAGE 1-Step™) sous huile minérale. 18 a 20h apres I'insémination, la fécondation est évaluée
en parallele des caractéristiques morphologiques des zygotes: nombre et taille des
pronuclei, nombre des globules polaires (GP).

Les ovocytes matures sur le plan nucléaire, sont identifiés par I'expulsion du premier GP
sans signe de fécondation ou par des signes de fécondation.

Les ovocytes fécondés sont caractérisés par I'expulsion du deuxieme globule polaire signant
la fin de la méiose, I'apparition du pronucleus (PN) femelle et du pronucleus male
(correspondant au matériel génétique apporté par le spermatozoide). Lorsque plus de deux
pronuclei sont visibles, la fécondation est considérée comme anormale car due
probablement a une polyspermie si présence de 2 GP.

La mise en évidence de ces 2 GP et de ces 2 PN permet de définir le taux de
fécondation normale. Selon 'ESHRE (34), il s’agit du nombre d’ovocytes présentant 2 GP et 2
PN rapporté au nombre total de COC inséminés, quel que soit leur statut de maturation
nucléaire. Dans notre étude, nous avons choisi une définition différente de I'ESHRE en
rapportant le taux de fécondation au nombre d’ovocytes matures et non au nombre total
de COC inséminés. En effet, la présence d’ovocytes immatures parmi les COC inséminés
risquerait d’entrainer une sous-estimation du pouvoir fécondant du sperme en diminuant le
taux de fécondation, alors que les ovocytes immatures ne sont en réalité pas fécondables.
Ainsi, dans notre étude, les différents taux de fécondation peuvent étre définis comme suit :

- Taux de fécondation totale : 2PN + SPN/MII

- Taux de fécondation normale : 2PN/M"
- Taux de polyspermie : SPN/ZPN + 3PN

Par ailleurs, les recommandations de 'ESHRE spécifient qu’on interprete comme un
échec de fécondation la situation olU aucun ovocyte inséminé ne présente de signe de
fécondation. Le taux d’échec de fécondation est alors la proportion des cycles présentant un
échec de fécondation.
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De plus, 'ESHRE définit le taux de pauci-fécondation comme la proportion de cycles dans
lesquels < 25 % des ovocytes inséminés (matures ou non) présentent des signes de
fécondation.

Dans notre étude, nous avons appliqué la méme définition du taux d’échec de
fécondation que I'ESHRE. Cependant, nous avons modifié la définition du taux de pauci-
fécondation pour qu’il n’inclue pas les échecs de fécondation. Ainsi, le taux de pauci-
fécondation représente la proportion des cycles pour lesquels le taux de fécondation
normale est strictement inférieur a 25 % mais strictement supérieur a 0 %. Les échecs de
fécondation sont comptabilisés a part du taux de pauci-fécondation.

3.5.  Culture et évaluation de la qualité embryonnaire

Les embryons ont été cultivés a 37°C avec 6 % de CO2, 5 % d'O; et 89 % de N (milieu
ORIGIO® SAGE 1-Step™).
44 3 46h aprés insémination (J2), la qualité embryonnaire est évaluée au microscope par
deux observateurs sur la base du nombre et de la taille des blastomeéres, du taux de
fragmentation, et de la présence de blastomeres multi-nucléés.

A J2, un embryon est considéré comme «top qualité » lorsqu’il présente 4
blastomeéres de taille et de forme réguliéres, un taux de fragmentation inférieur a 10 %, et
aucun blastomere multi-nucléé.

Un embryon est considéré comme « fragmenté» a J2 lorsqu’il présente des
fragments cytoplasmiques anucléés occupant plus de 50 % de I'espace embryonnaire.

Au CHRU de Tours, la majorité des cycles sont associés a une culture prolongée
jusqu’au stade blastocyste a J5 ou J6. L'évaluation morphologique des blastocystes repose
sur I'expansion du blastocele (score de B1 a B6 du moins au plus expansé). A partir du stade
B3, I'organisation des cellules constituant la masse cellulaire interne (aussi appelée bouton
embryonnaire), ainsi que celles composant le trophectoderme sont évaluées selon un score
allantde Aa C.

A 15, un blastocyste est considéré comme « top qualité » s’il atteint a minima le stade
B3 avec un score de masse cellulaire interne et de trophectoderme A ou B.

3.6. Transfert et suivi post-transfert

A lissue de la culture embryonnaire, un ou plus rarement deux embryons sont
transférés a J2, J5 ou J6 a I'aide d’un cathéter sous échographie. La phase lutéale est ensuite
soutenue par apport de progestérone micronisée administrée par voie vaginale.
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La concentration sérique en BhCG est dosée 10 jours apreés le transfert d’'un embryon J2
ou 7 jours apres le transfert d’un blastocyste. La présence d’un sac gestationnel avec
détection d’une activité cardiaque foetale par ultrasons a 5 semaines de la ponction permet
d’identifier une grossesse clinique.

Enfin, lI'issue de la grossesse est recherchée afin de comptabiliser le nombre de
naissances vivantes.

Ces étapes permettent de calculer les indicateurs suivants :

- Taux de grossesses cliniques par transfert :

Nombre de grossesses cliniques/
Nombre de transferts

- Taux d’implantation :

Nombre de sacs gestationnels/
Nombre d'embryons transferés

- Taux de naissances vivantes par transfert :
Nombre de naissances vivanteS/
Nombre de transferts

- Taux de naissances multiples :
Nombre de naissances multipleS/
Nombre total de naissances

- Taux de fausses couches :

Nombre de fausses couches
/ Nombre de grossesses cliniques

4. Statistiques

Les tests statistiques ont été effectués avec le logiciel StatView 5.0 (Abacus Concepts,
Berkeley, JK, USA). Le seuil de significativité est fixé a 5 % (p-value < 0,05).

Tests statistiques réalisés :

- le t-test de Student a permis de comparer deux groupes pour les variables
guantitatives

- I'analyse de variance (ANOVA) a permis la comparaison de plusieurs groupes entre
eux pour les variables quantitatives

- le test du Khi-deux a permis de comparer la distribution des variables nominales
entre différents groupes

- larégression linéaire simple a permis d’évaluer la corrélation entre le pourcentage de
formes typiques et le taux de fécondation
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la courbe ROC a permis de définir un seuil de pourcentage de formes typiques
optimal pour prédire le taux de fécondation et les performances analytiques de
prédiction d’un tel seuil
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II1. Résultats

1. Caractéristigues générales de la population étudiée

1.1. Population féminine

Les principaux parameétres épidémiologiques décrivant la population féminine de

notre étude sont détaillés dans le tableau Il ci-dessous :

Tableau Il : description de la population des femmes de I’étude

. Valeur + SD
Parametre
(range)
Effectif (n) 582
i 33,3+4,5
Age (années)
(21-43)
IMC (en Kg/m?) Non disponible dans le fichier analysé
AMH (en ng/mL) 3,34 +3,46
(0,16-30,0)
Patientes avec AMH > 1,1 ng/mL* 79 %
CFA 21+14
(1-100)
Patientes avec CFA > 7* 88 %
Trompes normales 61,5 %
Endométriose 17 %
Ovulation normale 31%

*Test de réserve ovarienne anormal selon les critéres de Bologhe de 2011 (35) : CFA < 5-7 follicules

ou AMH <0,5-1,1 ng/mL

La moyenne d’age des femmes de notre population se situe aux alentours de 33 ans.

Ces derniéres possedent en majorité une réserve ovarienne « satisfaisante » selon les
criteres de Bologne de 2011 (79 % selon ’AMH et 88 % selon le CFA).

La majorité d’entre elles ont des trompes normales.

Une endométriose est retrouvée chez 17 % d’entre elles.

L’ovulation est évaluée normale dans 31 % des cas.
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1.2. Population masculine
1.2.1. Paramétres épidémiologiques

Les principaux parametres épidémiologiques décrivant la population masculine de notre
étude sont détaillés dans le tableau IV ci-dessous :

Tableau IV : description de la population masculine de I’étude

. Valeur + SD
Parametre
(range)
Effectif (n) 582
, 35,1+5,8
Age (en années)
(21-60)
25,6 +4,0
IMC (en Kg/m? =
(en Kg/m?) (16.4-46.4)
Fumeurs actifs 34 %
Nombre moyen de cigarettes 12+7
par jour (1-30)
Caryotype normal 9%
yotyp (119/120)
Cryptorchidie 1,7 %
Varicocele 2,7%

La moyenne d’age des hommes de notre population se situe a 35 ans environ.
En moyenne, leur IMC est au-dessus des valeurs normales (18,5-24,9 kg/m?).
Le tiers des patients présente un tabagisme actif.
La presque totalité des hommes inclus dans cette étude présente un caryotype normal, a
I'exception d’'un unique patient possédant un petit fragment chromosomique
supplémentaire sans incidence (MAR[5]/46XY[45]).
Par ailleurs, il est rapporté pour un trés faible nombre d’entre eux (< 3 %) une cryptorchidie

ou une varicocele.
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1.2.2. Derniers spermogramme et spermocytogramme préalables a la
tentative de FIV classique

Les résultats des derniers spermogramme et spermocytogramme, préalables a la
tentative de FIVc sont regroupés dans le tableau V suivant :

Tableau V : description des résultats des derniers spermogramme et spermocytogramme
précédant la tentative de FIV

R Valeur + SD
Parametre
(range)
Effectif (n) 582
SPERMOGRAMME
Délai d’abstinence (jours) 41+2,0
(0-21)
Prélevements avec délai entre 2 et 7 jours 91%
Volume (mL) 3,8+1,6
(0,4-10,8)
Prélevements avec volume = 1,5 mL 97 %
. - 60,6 + 50,3
Concentration (en millions/mL)
(1,3-326)
Concentration (en millions/éjaculat) 214,9+182,2
(9,0-1018,8)
Prélevements avec concentration
2 39 millions/éjaculat 86 %
Mobilité (a+b) 35+10%
(5-69)
Prélevements avec mobilité 232 % 58 %
Vitalité 75+11%
(28-96)
Prélevements avec vitalité > 58 % 92 %
Leucospermie 7%
SPERMOCYTOGRAMME
Formes typiques 3813,3%
(0-18)
1,39 + 0,16
TZI
(1,04-1,97)

Les recommandations concernant le délai d’abstinence sont en majorité respectées.

Le volume de sperme est globalement normal, tout comme la vitalité (> 90 % des
prélévements).
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La proportion de patients présentant une leucospermie s’éléve a 7 %.

Sans surprise, nous observons une grande disparité des valeurs de numération, mobilité, et
formes typiques des spermatozoides.

La moyenne des formes typiques se situe légérement en-dessous du seuil de 4 % considéré
comme normal selon 'OMS. L'analyse morphologique des spermatozoides a fait I'objet
d’une évaluation plus détaillée ci-dessous.

La figure 9 permet de visualiser la distribution du pourcentage de formes typiques
pour chaque couple de patients inclus dans I’étude :

Figure 9 : histogramme de distribution du pourcentage de formes typiques
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TS : tératozoospermie

Plus de la moitié des prélevements analysés (374/582 soit 64 %) présentent une
tératozoospermie (FT < 4 %), isolée ou associée a d’autres anomalies du spermogramme.
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La répartition des différentes anomalies identifiées au cours du spermogramme et du
spermocytogramme diagnostiques précédant la tentative de FIVc est présentée dans la
figure 10 ci-dessous :

Figure 10 : histogramme de distribution de la synthése des anomalies des derniers
spermogramme et spermocytogramme diagnostiques précédant la tentative de FIVc
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30 % des hommes de notre étude ont un spermogramme et un spermocytogramme
normaux.
Lorsqu’une anomalie est rencontrée, il s’agit le plus fréqguemment d’une tératozoospermie
isolée (dans 35 % des cas) tandis que l'oligozoospermie isolée est I'anomalie la moins
fréquemment diagnostiquée (dans 1 % des cas).
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2. Place de la morphologie des spermatozoides

2.1.

Les aspects biologiques des tentatives de FIVc sont détaillés dans le tableau VI ci-

dessous :

Caractéristiques biologiques générales des tentatives de FIVc

Tableau VI : description des aspects biologiques des tentatives de FIV

Parameétre Valeur + SD
Effectif (n) 582
Nombre d’ovocytes totaux 6002
Moyenne par ponction 10,3+5.9
Range (1-40)
Nombre d’ovocytes matures (Mll) 4606
Moyenne par ponction 79+4,6
Range (2-30)
Taux d’ovocytes matures 77 %
Taux de fécondation totale 65,3 %
Taux de fécondation normale 59,7 %
Taux de polyspermie 5,6 %
Taux de pauci-fécondation 4,5%
Taux d’échec de fécondation 6,7 %
Taux de pauci-fécondation + échec de fécondation 11,2 %
Nombre d’embryons totaux (J2) 3433
Moyenne par ponction 59+4,2
Range (0-24)
Nombre d’embryons « top qualité » (J2) 750
Moyenne par ponction 1,3+1,7
Range (0-11)
Taux d’embryons « top qualité » (J2) 22%
Nombre d’embryons fragmentés (J2) 1166
Moyenne par ponction 20+2,6
Range (0-14)
Taux d’embryons fragmentés (J2) 34 %

Au cours de cette étude, 6002 ovocytes ont été recueillis, dont 4606 étaient matures

sur le plan nucléaire, ce qui situe le taux de maturité a 77 %.
Au final, le taux de fécondation totale est de 65 %, avec 60 % de fécondation normale.
Parmi ces tentatives de FIVc, nous observons 6,7 % d’échec de fécondation et 4,5 % de

pauci-fécondation.
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Concernant la qualité embryonnaire a J2, 22 % des embryons sont de « top qualité » alors
que 34 % présentent une fragmentation cytoplasmique.
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2.2. Comparaison du groupe < 4 % avec le groupe > 4 % de formes typiques

Afin d’étudier I'impact de la morphologie sur les différentes étapes de la FIVc, nous
avons divisé notre population d’étude en deux groupes selon le pourcentage de FT retrouvé
lors du dernier spermocytogramme précédant la tentative : TS (tératozoospermie) et
contréle. Le groupe TS inclut les patients ayant < 4 % de FT, c’est-a-dire les patients avec une
morphologie des spermatozoides considérée comme anormale selon les recommandations
de 'OMS. Le groupe contréle inclut les patients ayant 4 % ou plus de FT, c’est-a-dire avec

une morphologie normale.

2.2.1. Données épidémiologiques

Les parameétres épidémiologiques des patients des deux groupes sont détaillés dans

le tableau VII ci-dessous :

Tableau VII : comparaison des parameétres épidémiologiques de la population d’étude

entre les deux groupes de morphologie des spermatozoides

. Groupe TS Groupe controle
Parameétre p-value
(FT<4 %) (FT 24 %)
Effectif (n) 317 265
HOMME
Age (en années) 34,6 + 5,6 35,8+5,9 0,01
IMC (en Kg/m?) 25,7 +4,1 255+3,9 0,65
Fumeurs 30% 38% 0,06
Nombre moyen de cigarettes par jour 109+6,9 13,0+7,1 0,06
Cryptorchidie 1,6 % 1,9% 0,08
Varicocele 3,3% 2,3% 0,51
FEMME
Age (en années) 33,0+4,4 33,8+4,6 0,03
Femmes agées de = 37 ans 24 % 31% 0,06
AMH (en ng/mL) 3,24 +3,2 3,46 + 3,7 0,45
CFA 21+14 20+ 14 0,38
Trompes normales 62 % 60 % 0,69
Ovulation normale 27 % 35% 0,08
Endométriose 17 % 17 % 0,95

Parmi tous les parametres épidémiologiques masculins étudiés ci-dessus, seul I'age
differe significativement entre les deux groupes (p = 0,01), avec des patients légérement plus
jeunes dans le groupe TS.
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De méme que pour les parameétres épidémiologies masculins, les parameétres féminins
des deux groupes ne différent significativement que par I'age avec des femmes plus jeunes
dans le groupe TS (p = 0,03). Cependant, la différence des proportions de femmes agées d’au
moins 37 ans dans les deux groupes n’atteint pas le seuil de significativité (p = 0,06).

2.2.2. Parameétres spermatiques

Les résultats des spermogrammes des deux groupes sont rassemblés dans le tableau
VIl suivant :

Tableau VIII : comparaison des résultats des spermogrammes et spermocytogramme entre
les deux groupes de morphologie des spermatozoides

. Groupe TS Groupe controle
Paramétre p-value
(FT<4 %) (FT24%)
Effectif (n) 317 265
SPERMOGRAMME
Délai d’abstinence (jours) 40+2,1 42+1,9 0,47
Volume (mL) 39+1,6 3,7+1,6 0,13
Leucospermie (%) 6,3 % 7,2% 0,67
Concentration (en
o 51,3 + 45,6 71,9 + 53,4 <0,0001
millions/mL)
Concentration totale (en
" - 186,5 + 174,1 248,8 + 186,2 <0,0001
millions/éjaculat)
Mobilité a+b (%) 32,5% 37,0 % <0,0001
Vitalité 74 % 76 % 0,0502
SPERMOCYTOGRAMME
Taux de FT 15+1,1 6,7+2,7
Téte 97,6 % 92,0 <0,0001
Piece intermédiaire 11,3 % 9,0 % <0,0001
Flagelle 9,5% 7,0 % <0,0001
Reste cytoplasmique 5,2% 3,2% <0,0001
TZI 1,44+ 0,2 1,33+0,1 <0,0001

Seules la concentration et la mobilité spermatique sont significativement différentes
avec une concentration et une mobilité amoindries dans le groupe TS (p < 0,0001 pour les
deux paramétres).

Sans surprise, les anomalies de toutes les parties du spermatozoide ainsi que le TZI
augmentent avec la tératozoospermie (p < 0,0001).
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2.2.3. Données biologiques de la tentative de FIV classique

Les aspects biologiques des tentatives de FIVc des deux groupes sont détaillés dans le
tableau IX ci-dessous :

Tableau IX : comparaison des aspects biologiques des tentatives de FIV entre les deux

groupes de morphologie des spermatozoides

. Groupe TS Groupe controle
Paramétre p-value
(FT<4 %) (FT24%)
Effectif (n) 317 265
Nombre d’ovocytes totaux 10,3+5,6 10,3+6,0 0,97
Taux d’ovocytes matures (%) 77,2+ 19,1 79,6 +17,6 0,12
Taux de fécondation totale (%) 60,0 + 31,3 70,8 + 25,5 <0,0001
Taux de fécondation normale (%) 55,8 + 30,0 64,1+ 25,0 0,0004
Taux de polyspermie (%) 6,06 + 13,5 8,72+14,4 0,03
Taux de pauci-fécondation (%) 5,7 3,0 0,12
Taux d’échec de fécondation (%) 9,8 3,0 0,001
Nombre d’embryons totaux a J2 54+3,9 6,5+4,5 0,002

2.2.3.1. Taux de fécondation

Avec un nombre d’ovocytes totaux et un taux d’ovocytes matures équivalents dans
les deux groupes, les taux de fécondation totale et normale sont significativement plus
faibles dans le groupe TS (p < 0,0001 et p = 0,0004 respectivement). Cela s’accompagne
également d’un taux de polyspermie significativement réduit (p = 0,03).
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En effectuant une régression linéaire simple entre le taux de fécondation totale
(variable expliquée) et le nombre de FT (variable explicative), une pente et une ordonnée a
I'origine significativement différentes de I'"hypothése nulle (p-value < 0,0001) sont obtenues,
avec un coefficient de détermination faible (r> = 0,035) mais significatif. La régression
linéaire simple est présentée ci-dessous dans la figure 11 :

Figure 11 : régression linéaire simple entre le taux de fécondation totale et le nombre de
FT
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Ce graphique représente la tendance a une meilleure fécondation totale lorsque le
nombre de FT augmente. Cependant, la morphologie n’apparait pas comme un facteur
prédictif absolu de fécondation : un échec total de fécondation peut étre observé avec > 4 %
de formes typiques et 100 % de fécondation peuvent étre obtenus avec < 4 % de formes

typiques.
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2.2.3.2.  Echec et pauci-fécondation

Le taux d’échec de fécondation est plus important dans le groupe TS (p = 0,001), ce
qui aboutit a un nombre réduit d’embryons totaux a J2 dans ce groupe de morphologie
anormale (p = 0,002). En revanche, le taux de pauci-fécondation tend seulement a étre plus
important dans le groupe TS sans atteindre le seuil de significativité (p = 0,12).

Trois groupes correspondant aux 3 issues de fécondation possibles (échec de
fécondation, pauci-fécondation et fécondation normale) ont ainsi été constitués.

Les proportions relatives des différentes issues de la mise en fécondation selon le
nombre de FT sont présentées dans la figure 12 ci-dessous :

Figure 12 : proportions relatives des issues de fécondation selon le nombre de FT
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De 0 a 2 % de FT, la proportion d’échecs de fécondation est supérieure a celle des
pauci-fécondations. La fréquence des échecs de fécondation diminue jusqu’a 2 % de FT puis
se stabilise ensuite, avec une fréquence tres faible au-dela de 8 % de FT.

La fréquence des pauci-fécondations est tres variable en fonction du pourcentage de

FT et ne montre pas de tendance a la hausse ou a la baisse en cas d’augmentation du
pourcentage de FT.
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Afin d’étudier le role éventuel du TZI dans la fécondation, le TZI moyen des différents
groupes d’issues de fécondation est présenté dans le tableau X ci-dessous :

Tableau X : comparaison du TZlI moyen des différents groupes d’issues de fécondation

Issue de Echec de Pauci- Fécondation alue
-valu
fécondation fécondation fécondation normale P
TZl moyen 1,45+ 0,15 1,38+ 0,14 1,39+0,16 0,5

Le TZI moyen est similaire entre les différents groupes de fécondation.
Le taux de fécondation moyen et la fréquence cumulée des échecs et des pauci-
fécondations entre deux groupes de TZl ont été comparés dans le tableau Xl ci-dessous,

selon une valeur de TZI déterminée par une recherche de seuil de proche en proche.

Tableau XI : comparaison du taux de fécondation moyen de la fréquence cumulée des

échecs et des pauci-fécondations entre deux groupes de TZI

TZI <1,27 21,27 p-value
Effectif (n) 132 449
Taux de fécondation
69,5 63,7 0,045
moyen
Fréquence d’échecs +
ez . 7,6 % 14 % 0,13
paucifécondations

Le taux de fécondation moyen est plus faible dans le groupe ayant un TZI>1,27
(p=0,045) alors que la fréquence cumulée des échecs et des pauci-fécondations n’est pas
significativement différente entre les deux groupes de TZI (p = 0,13).
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Afin d’identifier les parameétres du spermogramme diagnostique qui different entre le

groupe « échec ou pauci-fécondation » et le groupe « fécondation normale », un t-test de

Student dont les résultats sont présentés dans le tableau Xll ci-dessous a été réalisé.

Tableau Xl : comparaison des parameétres spermatiques du spermogramme diagnhostique

entre le groupe « échec ou pauci-fécondation » et le groupe « fécondation normale »

Parametres .
. Concentration
Concentration res
TZI -, totale Mobilité FT
Groupes (millions/mL) - .
. (millions/éjaculat)
comparés
Echec + Pauci-
fécondation
VS NS p =0,007 p=0,01 p = 0,005 p =0,0001
Fécondation
normale

Le TZI ne differe pas significativement entre les deux groupes. En revanche, la
concentration (p = 0,007 et p = 0,01), la mobilité (p = 0,005), et le nombre de FT (p = 0,0001)
sont significativement différents (plus faibles) dans le groupe « échec ou pauci-fécondation »
par rapport au groupe « fécondation normale ».

Ainsi, on peut supposer que non seulement le nombre de formes typiques, mais aussi
les autres parametres, peuvent jouer un role dans la réussite de la fécondation.

Afin de s’affranchir de ces autres parametres, nous avons constitué deux sous-
groupes, a savoir « TS isolée » et « normozoospermie » qui ne different entre eux que par
leur morphologie, leurs mobilités et leurs concentrations étant normales. Leurs fréquences
respectives d’issues de fécondation sont comparées dans le tableau XlllI ci-dessous :

Tableau XIlII : fréquences des issues de fécondation dans les groupes TS isolée et

normozoospermie

Groupes diagnostiques

Tératozoospermie

Normozoospermie | p-value

; . isolée
Fréquence des issues
fécondation
Echec + Pauci-fécondation 12,0 % 3,4% 0,003

La fréquence cumulée des échecs et pauci-fécondations est significativement plus
élevée dans le groupe TS isolée (p = 0,003).
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2.2.3.3.  Prédiction de la réussite de la fécondation a partir du taux de formes
typiques et recherche d’un seuil

La courbe ROC utilisant le pourcentage de FT pour prédire un taux de fécondation < 25 %
(c'est-a-dire l'appartenance au groupe échec de fécondation ou au groupe pauci-
fécondation) est présentée dans la figure 13 ci-dessous :

Figure 13 : courbe ROC
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L'aire sous la courbe a une valeur de 0,65 avec une p-value < 0,0001, ce qui signifie
gu’elle est significativement différente de 0,5 et que dans 65 % des cas, une tentative tirée
au sort parmi les échecs ou pauci-fécondation a une valeur de formes typiques inférieure a
celle d’une tentative tirée au sort parmi les succes de fécondation.

L'indice de Youden montre que le seuil optimal se situe a 3 %. Avec ce cut-off, les
performances analytiques suivantes sont obtenues :

- Sensibilité = 0,754
- Spécificité = 0,482
- Valeur prédictive positive = 0,155
- Valeur prédictive négative = 0,940

La sensibilité et la spécificité signifient respectivement que parmi les échecs et pauci-
fécondations, 75 % des patients ont un pourcentage de FT < 3 % et que parmi les succes de
fécondation, 48 % ont un pourcentage de FT > 3 %.
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Les valeurs prédictives positive et négative traduisent respectivement le fait que, parmi les
patients ayant < 3 % de FT, 15 % ont un échec ou une pauci-fécondation, et que lorsque le
patienta >3 % de FT, il y a 94 % de chances pour que la fécondation soit un succes.

Avec ce seuil de FT > 3 %, nous retrouvons le seuil de >4 % de FT recommandé par 'OMS.

2.2.3.4. Qualité embryonnaire a J2

Les criteres de qualité embryonnaire sont comparés dans le tableau XIV ci-dessous :

Tableau XIV : comparaison de la qualité embryonnaire entre les deux groupes de

morphologie des spermatozoides

. Groupe TS Groupe controle
Paramétre p-value
(FT<4 %) (FT24%)
Effectif (n) 317 265
Taux d’embryons « top qualité » a
22,4+27,3 19,2 +22,0 0,13
12 (%)
Taux d’embryons fragmentés a J2
(%) 42,4 + 33,8 41,3+32,3 0,72
(1]

En FIVc, la morphologie des spermatozoides n‘impacte pas la qualité embryonnaire a
J2. En effet, ni le taux d’embryons de « top qualité », ni le taux d’embryons fragmentés a J2
ne sont significativement différents entre les deux groupes (p = 0,13 et p = 0,72).
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2.2.4. Données cliniques

Les aspects cliniques des tentatives de FIV des deux groupes sont comparés dans le

tableau XV ci-dessous :

Tableau XV : comparaison des aspects cliniques des tentatives de FIV entre les deux

groupes de morphologie des spermatozoides

. Groupe TS Groupe contrdle
Paramétre p-value
(FT<4 %) (FT24 %)
Effectif (n) 317 265
Taux de transfert 70 % 77 % 0,08
Nombre d’embryons frais transférés 1,16 + 0,37 1,25+ 0,43 0,02
Taux de grossesses cliniques par
40,5 % 37.0% 0,45
transfert
Nombre de naissances 72 57
Taux de naissances par transfert (%) 32% 28 % 0,33
Taux de naissances multiples (%) 4% 7% 0,49
Taux de fausses couches (%) 13% 18 % 0,39
Taux d’implantation (%) 36,5 % 34,4 % 0,69

Si dans le groupe TS il y a autant de transferts, le nombre moyen d’embryons

transférés est significativement plus faible que dans le groupe controle (p = 0,02).

Cependant, cela n’impacte ni le taux de grossesses cliniques (p = 0,45), ni le taux de fausses

couches (p = 0,39), ni le taux de naissances (p = 0,33), ni le taux de naissances multiples

(p =0,49), ni le taux d’implantation (p = 0,69).
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IV.Discussion

L'objectif de notre étude était d’évaluer I'impact de la morphologie des
spermatozoides sur les résultats de fécondation en FIV classique (FIVc). Pour cela, nous
avons réalisé une étude rétrospective sur 582 cycles de FIVc au CHRU de Tours entre 2017 et
2020.

L’objectif principal était d’étudier le lien potentiel entre morphologie et fécondation

(taux, fréquence de survenue d’un échec ou d’une pauci-fécondation). Ceci a été possible
grace a la constitution de deux groupes de morphologie basés sur un seuil de FT a 4 %
(recommandations OMS) et d’une analyse de corrélation entre le pourcentage de formes
typiques avec le taux de fécondation. De plus, nous avons cherché a déterminer si la
morphologie pouvait constituer un marqueur prédictif de la réussite de la fécondation et
quel serait le seuil optimal d’une telle prédiction grace a |'utilisation d’'une courbe ROC.
Secondairement, nous avons analysé le lien potentiel entre morphologie et étapes

post fécondation (qualité embryonnaire a J2, capacité des embryons transférés a

s’implanter et a aboutir a une naissance vivante).

Au cours de ce travail, nous avons mis en évidence le réle important mais non absolu
de la morphologie dans la fécondation en FIVc, et son impact sur le nombre d’embryons
obtenus. En revanche, ce travail n’a pas montré d’influence de la morphologie sur la qualité
des embryons obtenus a J2, ni sur leur évolution apres transfert in vivo.

Objectif principal

Sources de biais potentiels

L'une des manieres d’étudier le role de la morphologie est de comparer les résultats
de deux groupes semblables idéalement en tous points, excepté sur le plan de la
morphologie. Dans notre étude, ces deux groupes étaient similaires pour la consommation
de tabac, I'IMC, et la fréquence de varicocéle et cryptorchidie, bien que ces paramétres
aient été décrits pour étre associés a la tératozoospermie (36—41).
En revanche, le groupe TS présentait une concentration et une mobilité spermatiques
amoindries. L’association de la tératozoospermie et de Ioligozoospermie et/ou de
I'asthénozoospermie est fréquemment rencontrée dans la littérature (28,42—-44). Elle est
donc susceptible d’induire un biais dans I’analyse puisqu’elle compromet la comparabilité
des groupes. Ce biais est finalement limité dans notre étude par le controle du nombre de
spermatozoides mobiles inséminés par puits, qui est constant pour toutes les tentatives de
FIVc.

Le groupe TS était constitué d’une population d’hommes et de femmes plus jeunes
que le groupe contréle. Cela peut sembler surprenant au premier abord du fait que la
littérature montre une association entre tératozoospermie et augmentation de I'age de
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I’'homme (45,46). Nous pouvons émettre I'hypothése que dans notre étude ces hommes et
ces femmes plus jeunes ont été sélectionnés par la tératozoospermie : si cette derniére avait
été absente, des grossesses auraient pu étre obtenues naturellement ou par IIlU et sans
nécessiter de prise en charge en FIVc. Cette différence d’age peut aussi constituer un biais :
une meilleure qualité ovocytaire associée aux femmes plus jeunes (47) offre de meilleures
chances de fécondation (48,49). Malgré cela, 'impact délétére de la morphologie a tout de
méme été mis en évidence puisque les taux de fécondation normale et le taux de
polyspermie étaient significativement plus faibles dans le groupe TS.

Taux de fécondation

En accord avec nos résultats, une diminution significative du taux de fécondation en
cas de morphologie anormale est retrouvée dans la majorité des publications (cf tableau
N°XVI).

Tableau XVI : comparaison des résultats de la littérature portant sur le lien entre la
morphologie des spermatozoides avec le taux de fécondation et/ou la fréquence des
échecs de fécondation

Impact significatif de la

Auteur, année

. Effectif morphologie sur la
(référence) > :
fécondation

Alleysson, 2022 582 oui
Zhou, 2021 (50) 2202 non
Chen, 2020 (51) 3155 oui
Zhu, 2019 (52) 375 oui
Faduola, 2018 (53) 526 oui
Li, 2014 (54) 3922 oui
Zhu, 2013 (55) 2124 oui
Ghirelli-Filho, 2012 (56) 244 non
Keegan, 2007 (57) 454 non
Grow, 1994 (43) 2798 oui
Kriiger, 1988 (10) 45 oui

Cependant, une minorité d’articles n’observe pas cette diminution. Une premiere
étude ne trouvant pas de différence significative inclut un groupe probablement trop
restreint (n = 27) de patients ayant une tératozoospermie pour pouvoir mettre en évidence
une différence (56). Une deuxieme étude, avec des groupes comparables aux notres (n = 454
dont 55 % de TS), ne montre pas de différence du taux de fécondation, que ce soit entre les
groupes de morphologie, ou pour les différentes valeurs de FT (57). Enfin, une troisieme
étude portant sur une grande population (n = 2202) n’observe pas non plus de différence de
taux de fécondation (totale) ni de taux de fécondation normale entre leurs groupes TS et
contrdle (50). La raison de la discordance entre ces deux études et la notre réside peut-étre
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dans leurs criteres d’inclusion. En effet, plus d’un tiers de leur population est constitué de
patients réalisant une deuxieme tentative. Nous pouvons supposer que si la deuxiéme
tentative est réalisée en FIVc, la premiére a été un succes en termes de fécondation (dans le
cas contraire la prise en charge aurait consisté a faire une ICSI). Ainsi, les échecs de
fécondation dus a la morphologie anormale sont moins probables lors de la deuxiéme
tentative de FIVc dans ces études. Pour limiter ce biais de sélection dans notre étude, nous
avons décidé d’inclure uniquement les tentatives de rang 1. Cependant, il persiste le biais lié
a la nature rétrospective de notre étude.

Taux de fécondation et TZI

Lorsque nous nous intéressons au taux de fécondation moyen selon le TZl, nous
avons observé une baisse significative du taux de fécondation lorsque le TZI était supérieur
ou égal a 1,27, sans différence de TZlI moyen selon les différentes issues de la fécondation
(cela peut s’expliquer éventuellement par le faible effectif du groupe d’échec et pauci-
fécondation). Ces résultats corroborent les conclusions émises par 'OMS (4) sur la base
d’études in vivo : il existe une différence significative de TZl entre une population
d’hommes fertiles et une population d’hommes infertiles, sans permettre de les
différencier sur ce seul critére. Ceci explique certainement pourquoi 'OMS ne fournit pas de
valeur de référence pour le TZI. Plusieurs valeurs sont proposées dans la littérature mais
elles émanent majoritairement d’études analysant la fertilité in vivo et non in vitro (9,58).
Au-dela du TZI, une équipe s’est intéressée aux catégories d’anomalies qui permettent son
calcul : elle observe une corrélation entre le taux de fécondation et les anomalies de la téte
ou de I'acrosome, mais pas avec les anomalies des autres parties du spermatozoide (59).

Echec et pauci-fécondation

En parallele a la baisse du taux de fécondation, nos résultats montraient une hausse
significative du taux d’échec de fécondation mais seulement une tendance a la hausse du
taux de pauci-fécondation en cas de morphologie anormale. Cette observation est un
argument en faveur du role que joue la morphologie des spermatozoides dans la réussite
de la fécondation, et donc naturellement dans le nombre d’embryons obtenus a J2. Selon le
consensus de Vienne, I'échec ou la pauci-fécondation peuvent étre indicatifs d’une
dysfonction des spermatozoides, d’un nombre insuffisant de spermatozoides mobiles
inséminés, ou d’un échec d’activation de lI'ovocyte (34). Les différences observées ne
semblent pas attribuables a un probléme féminin (femmes plus jeunes dans le groupe TS).
Par ailleurs, le nombre de spermatozoides mobiles inséminés était le méme pour toutes les
tentatives de FIVc. Ainsi, nous pouvons supposer que la différence de fécondation est
probablement imputable a une dysfonction des spermatozoides, et notamment a leur
morphologie qui nous a permis de constituer les groupes.
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Hypotheses explicatives ?

Certains auteurs ont cherché a expliquer par quels mécanismes une morphologie
anormale pouvait aboutir a un taux de fécondation amoindri. Les spermatozoides de forme
anormale seraient moins rapides (42,60), se lieraient moins a la zone pellucide (61-63) et
fusionneraient moins avec I'oolemme (64,65). Grace au test « sperm penetration assay »,
Coetzee et son équipe ont montré que les spermatozoides anormaux pénétraient moins
bien dans les ovocytes de hamsters, et que ce test était corrélé aux résultats de fécondation
en FIV humaine (66). Pour pallier ces problématiques, il a été proposé d’augmenter le
nombre de spermatozoides inséminés en cas de tératozoospermie (67). Cependant, un
nombre trop important de spermatozoides pourrait s’avérer délétere pour la fécondation
(68) et le développement de 'embryon notamment a cause des radicaux libres générés (69).

Contribution de la morphologie spermatique ?

Afin de préciser dans quelle mesure la morphologie intervient dans le taux de
fécondation, nous avons réalisé une régression linéaire simple entre le pourcentage de FT et
le taux de fécondation. Il en résulte une liaison positive fortement significative (p < 0,0001)
mais trés faiblement explicative. En effet, avec un coefficient de détermination r? égal a
0,035, le nombre de FT n’explique que 3,5 % du taux de fécondation. Ces résultats sont
similaires a ceux de Zhu 2013 dans lesquels r? = 0,003 (p = 0,01) (55). A elle seule, la valeur
de FT n’explique donc qu’une trés faible part du taux de fécondation, bien qu’elle soit
considérée comme le parametre le plus discriminant entre les hommes fertiles et infertiles in
vivo (28). Elle a été le parameétre le plus souvent prédictif des résultats de fécondation in
vitro dans la revue de Coetzee 1998 (70) et dans |'étude récente de Chen et al. (51).
L’hypothése qu’un ensemble de facteurs et non un facteur unique soit plus prédictif du
potentiel fécondant du sperme a été émise (71). Ainsi, une analyse multivariée montre que
la mobilité, le nombre de spermatozoides par éjaculat et la morphologie sont tous les trois
isolément prédictifs du taux de fécondation, mais que la prédiction est meilleure en
combinant les trois paramétres (55). De plus, Harris et son équipe montrent qu’une faible
concentration et une faible mobilité des spermatozoides sont associées a un risque accru
d’échec de fécondation en FIVc (72). Dans notre étude, cette association a été retrouvée au
cours de la comparaison du groupe « échec et pauci-fécondation » avec le groupe
« fécondation normale » : en plus de la morphologie, la concentration et la mobilité étaient
significativement différentes entre les deux groupes. Ce biais potentiel dans |’analyse du réle
de la morphologie a motivé notre choix d’affiner secondairement notre analyse a I'aide de
deux sous-groupes (normozoospermie et tératozoospermie isolée) afin de neutraliser les
effets de la concentration et de la mobilité du spermogramme de départ. Nous avons alors
observé une hausse de la fréquence des échecs et des pauci-fécondations en cas de
morphologie anormale, comme c’est le cas dans d’autres études (73,74).
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Marqueur prédictif et recherche d’un seuil optimal ?

Ainsi, nous pouvons supposer que la catégorisation des prélevements en
morphologie normale ou anormale pourrait nous permettre d’estimer a I’avance le risque de
fécondation anormale. A cette fin, les performances analytiques de la morphologie en tant
que marqueur prédictif de I'issue de fécondation ainsi que le seuil optimal de FT a fixer ont
été déterminés dans notre étude grace a une courbe ROC. Il en résulte un seuil strictement
supérieur a 3 % de FT pour prédire une bonne fécondation, ce qui coincide avec le seuil de
normalité de 'OMS défini comme étant supérieur ou égal a 4 %. Ce seuil correspond au 5°™¢
percentile des valeurs de FT retrouvées dans un grand échantillon d’hommes ayant fait
preuve de leur fertilité en moins de 12 mois dans une étude multicentrique (25). Cela avait
déja été mis en évidence par Menkveld et al. en 2001 pour différencier les hommes fertiles
des hommes subfertiles (9). En revanche, les performances analytiques associées a ce seuil
sont assez faibles. Si la sensibilité reste acceptable a 75 %, la spécificité n’est que de 48 %. Il
en résulte une valeur prédictive positive tres faible (15,5 %). Cela signifie que seulement
15,5% des patients ayant un diagnostic de tératozoospermie auront une mauvaise
fécondation en FIVc et constitue donc un argument médiocre pour modifier la prise en
charge de tous les patients présentant une tératozoospermie. Certains auteurs
recommandent de réaliser une ICSI pour tous les patients ayant une tératozoospermie car
cette technique améliore le taux de fécondation et diminue la fréquence des échecs de
fécondation (55,75). Cependant il n’a pas été mis en évidence de hausse du taux de
grossesse associé (55,75) (ce qui constitue pourtant I'objectif de la prise en charge en AMP).
L'intérét de I'ICSI dans ce cas est controversé (76) car il s’agit d’'une technique invasive pour
I'ovocyte. Ainsi, certaines équipes ont décidé de ne plus prendre en compte la morphologie
pour décider entre FIVc et ICSI, ce qui leur a permis de diminuer le nombre d’ICSI sans
diminuer leur taux de naissance vivante par ovocyte prélevé (77). Ceci explique
probablement pourquoi seulement la moitié des cliniciens et des biologistes interrogés dans
une étude utilisent le taux de FT dans leur choix de technique d’AMP (78).

Le faible coefficient de corrélation ainsi que les faibles performances analytiques du
seuil de 3 % de formes typiques a prédire l'issue de la fécondation peuvent en partie étre
expliqués par plusieurs facteurs. Tout d’abord, nous pouvons supposer que le faible
échantillon de 200 spermatozoides observés lors d’un spermocytogramme ne sont pas

représentatif des millions de spermatozoides présents dans I'éjaculat. De plus, I"évaluation
porte sur le sperme brut tandis que les spermatozoides inséminés ont subi une préparation
préalable susceptible de modifier le pourcentage de FT. En effet, Scott et al. ont montré une
augmentation significative du pourcentage de FT aprés préparation du sperme (79) (en
parallele a la diminution des anomalies de toutes les parties des spermatozoides et du TZI
(44)). Yue et al. (44) a quantifié cette augmentation entre 7,7 % et 11,3 %, mais elle varie en
fonction de la technique utilisée (80). Enfin, I"évaluation de la morphologie n’a pas été

réalisée le jour méme de la FIVc dans notre étude pour des raisons pratiques d’organisation :

guelques semaines peuvent s’étre écoulées entre ces deux évenements. Ce délai est a
prendre en considération car il a été observé une variation de la morphologie en fonction de
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la saison (81-83). L'organisation du laboratoire de FIV est prévue de la sorte car il serait
chronophage de refaire un spermocytogramme manuel a chaque tentative de FIVc. Ceci
pourrait néanmoins étre possible en cas d’automatisation ou d’évaluation simplifiée et
rapide de la morphologie. Malgré cela, I'hypothése que la morphologie soit insuffisante pour
prédire I'issue de fécondation ne peut étre écartée. En effet, le taux de fécondation global
du groupe de patients avec une tératozoospermie reste acceptable (> 60 %).

Objectifs secondaires

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés a d’autres critéres de
jugement biologiques et cliniques.

Qualité embryonnaire a J2

Le critere de qualité embryonnaire a J2 ne s’est pas révélé significativement
différent entre les deux groupes de morphologie, que ce soient en termes de taux
d’embryons « top qualité » ou « fragmentés ». C’est également le cas dans I'étude de Zhu
et al. et Terriou et al. (52,84) tandis que certaines études ont mis en évidence une
diminution de la qualité embryonnaire a J3 lorsqu’il y a une tératozoospermie (50,54). Nous
pouvons supposer que cette différence est faible et donc significative seulement dans les
études ayant un effectif tres important (n > 2000 dans ces deux derniéres études (50,54) (cf
tableau XVII). D’autres auteurs n’observent pas de différence de qualité en ICSI en fonction
de la morphologie puisque le taux de blastocyste et de congélation est le méme, mise a part
une cinétiqgue modifiée avec une compaction retardée lorsque le pourcentage de FT est
entre 0 et 2 % (85). Certains vont plus loin dans I'analyse et relient la moins bonne qualité
embryonnaire avec les anomalies du spermatozoide, notamment nucléaires (extra-
acrosomiques) ou siege l'information génétique paternelle (86). Malgré un caryotype
somatique normal, les anomalies des paramétres spermatiques pourraient étre associées a
des anomalies chromosomiques des spermatozoides (87) et a une fragmentation plus
importante de 'ADN (88) potentiellement transmissible a 'embryon (89) et source de fausse
couche (87). Cependant, d’autres recherches sont nécessaires afin de confirmer ou non cette
hypothése.
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Tableau XVII: comparaison des résultats de la littérature portant sur le lien entre la

morphologie des spermatozoides et la qualité embryonnaire a J2, le taux de grossesse et le

taux de naissance

Alleysson, 2022 582 NS NS/NS
Zhou, 2021 (50) 2202 s NS/NS
Chen, 2020 (51) 3155 ND NS/NS
Zhu, 2019 (52) 375 NS NS/NS
Faduola, 2018 (53) 526 ND ND
Li, 2014 (54) 3922 S NS/NS
Zhu, 2013 (55) 2124 ND ND/ND
Ghirelli-Filho, 2012
(56) 244 ND NS/NS
Keegan, 2007 (57) 454 ND NS/NS
Yue, 1995 (44) 197 ND A

(mais effet inverse observé)
NS tout confondu
S (si appariemment)
Kriiger, 1988 (10) 45 ND NS

Grow, 1994 (43) 2798 ND

Issues cliniques

Le transfert embryonnaire est un passage incontournable avant I'évaluation de l'issue
clinique. Or le taux de transfert et le nombre d’embryons transférés sont peu comparables
entre les études, car ils dépendent des stratégies et des critéres de transfert propres a
chaque centre. Dans notre étude, le moindre nombre d’embryons transférés dans le groupe
TS peut s’expliquer par une proportion moins importante (bien que non significative) de
femmes agées de plus de 37 ans dans ce groupe. En effet, dans notre centre, un age = 37 ans
constitue un argument en faveur d’un transfert de deux embryons plutot qu’un transfert
mono-embryonnaire.

Concernant l'implantation et I'évolution de la grossesse, nos résultats ne
montraient pas d’impact de la tératozoospermie puisque les critéres cliniques étaient
similaires entre les deux groupes. Une tendance non significative a de meilleurs résultats
dans le groupe de morphologie anormale est peut-étre due a I’age plus faible des femmes de
ce groupe. En effet, les caractéristiques de la population féminine ont une forte influence sur
ces criteres car l'obtention d’une grossesse et son évolution constituent un processus
complexe dépendant de multiples facteurs. Pour illustrer ceci, une étude qui ne retrouvait
initialement pas de différence de taux de grossesse et de taux d’implantation dans le groupe
de tératozoospermie a finalement mis en évidence le contraire en réalisant une analyse des
couples appariés selon les paramétres féminins (43). Dans la littérature, le taux de grossesse,
le taux de naissance par transfert et le taux d’implantation sont le plus souvent similaires
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entre les groupes de morphologie (50,52,54-56) (cf tableau XVII). Les études mettant en
évidence une baisse du taux de grossesse associées a une morphologie anormale sont
souvent constituées de faibles effectifs (90,91). De maniére surprenante, une étude trouve
paradoxalement une augmentation du taux de grossesse et de naissance en cas de
tératozoospermie (44). Cependant il s’agit l1a d’'une étude sur un trés petit effectif (n = 21
pour le groupe tératozoospermie), ce qui n’est peut-étre pas représentatif de la population
de patients avec une morphologie spermatique anormale. Plus raisonnablement, une méta-
analyse de 2011 ne trouve pas de lien entre le taux de grossesse clinique par cycle et la
tératozoospermie isolée, qu’il s’agisse d’une prise en charge en FIVc ou en ICSI (92).

Concernant le taux de fausses couches, il n’était pas augmenté par la
tératozoospermie dans notre étude. C’est également la conclusion de la majorité des
publications (43,50-52). Cependant, ce parametre est difficile a interpréter car son incidence
est faible et il dépend de nombreux parametres, notamment féminins.

Difficultés a comparer les études entre elles

Les discordances observées entre les résultats des différentes études ont
probablement une origine multifactorielle.

Tout d’abord, les études portent sur des populations trés hétérogénes, tant en

termes de zones géographiques, que de criteres d’inclusion et de tailles d’échantillons. Les
caractéristigues de la population masculine peuvent avoir un impact sur la qualité
spermatique, alors que les caractéristiques de la population féminine (age, réserve
ovarienne, réponse a la stimulation) peuvent avoir une forte influence sur les issues
biologiques et cliniques de la FIVc.

Ensuite, les protocoles de stimulation et les procédures de FIVc sont centre-

dépendants. Il existe donc une grande variabilité dans la préparation du sperme avant la
FIVc, le nombre de spermatozoides inséminés, les milieux de fécondation et de culture
utilisés, la stratégie de transfert, etc.

Par ailleurs, les indicateurs utilisés pour mesurer I'impact de la morphologie n’ont pas

toujours la méme définition, et cette derniere n’est pas systématiquement précisée dans les

études. Par exemple, le taux de fécondation, qui constitue I'indicateur principal de notre
étude, n’a pas de définition consensuelle au niveau international. La littérature comporte
donc de nombreuses variantes, tant au niveau du numérateur (2PN, > 2PN, prise en compte
du nombre de GP ou non) que du dénominateur (prise en compte de la totalité des COC
inséminés ou uniquement des ovocytes matures). Notre choix de rapporter le numérateur
au nombre d’ovocytes matures a été motivé par la volonté de limiter 'impact des ovocytes
immatures non fécondables au moment de l'insémination et ainsi mettre en exergue la
capacité fécondante du sperme. Les différences de définitions sont aussi observées pour les
autres indicateurs. Ainsi, le taux de grossesse peut inclure les grossesses biochimiques ou
cliniques, et les exprimer par transfert ou de maniere cumulée par tentative en incluant les
transferts frais et congelés. Ces disparités concernent donc de nombreux indicateurs et
concourent a diminuer la comparabilité des résultats de la littérature entre eux.
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Enfin, une part importante de l'inconstance des conclusions est due a I'évaluation
méme de la morphologie des spermatozoides. En effet, elle est considérée comme le

parametre le plus variable du spermogramme-spermocytogramme. Ceci est illustré dans une
étude portant sur 121 laboratoires pendant 15 ans dans laquelle le coefficient de variation
de la morphologie atteint 79 %, et est bien supérieur a ceux de la numération et de la
mobilité (19 % et maximum 37 % respectivement) (93). Cet ordre de grandeur élevé est
retrouvé par une autre équipe (94). Cette variabilité, qui altere la fiabilité des résultats,
trouve sa source a différents niveaux.

(i) La wvariabilité inter-laboratoire, qui est grandement imputable au manque de
standardisation (95,96). Malgré les recommandations de 'OMS, de nombreuses différences
portent sur la préparation, coloration, le mode de lecture (manuel ou automatique) et la
classification utilisés par les laboratoires (97). Une enquéte récente, interrogeant 225
biologistes et cliniciens, a fait état des pratiques en cours en France en 2016 (78).

- Dans cette enquéte, il a été recensé pas moins de 6 colorations différentes. Pourtant,

la coloration est connue pour avoir un impact sur la morphologie des spermatozoides
(98,99) notamment en modifiant la taille de la téte en fonction de leur osmolarité
(100). Ainsi, la coloration Diff-Quik est associée a un nombre de FT plus important
gue celle de Papanicolaou (64,65). Cette derniére est considérée comme la coloration
de référence par certains auteurs (101) et par I'OMS. La coloration de Shorr est
utilisable bien que non validée avec les critéres stricts, et est considérée comme
similaire a celle de Papanicolaou pour le pourcentage de FT (4). Dans notre étude,
elle nous a permis de retrouver le méme seuil de FT que I'OMS, ce qui constitue
plutot un argument en faveur d’une reproductibilité acceptable.

- La préparation et le mode de lecture ne sont pas non plus uniformisés. L’évaluation

peut se faire sur du sperme seulement liquéfié ou alors lavé. Certains laboratoires
procedent a une lecture manuelle tandis qu’une minorité utilise I'analyse
automatisée (2,5 a 15 % selon les études (78,96)). Ces deux facteurs peuvent
également affecter le résultat rendu (102).

- L’enquéte souligne également une tres grande disparité dans linterprétation des

lames. En effet, seulement 29 % des laboratoires font I'analyse sur 200
spermatozoides, 27 % les classent selon les critéres stricts et 21 % utilisent le seuil a
4 %. Ainsi, plus des trois quarts des laboratoires ne suivent pas les recommandations
émises par I’'OMS pour I'évaluation de la morphologie. lls utilisent la classification de
David avec des seuils variant de 4 a 30 %. La coexistence de plusieurs classifications
et de plusieurs seuils pour définir la tératozoospermie participe a la variabilité inter-
laboratoire.

- Enfin, le volume d’activité des laboratoires impacte leur fiabilité : un laboratoire

ayant une forte activité aura tendance a rendre des résultats plus fiables qu’un
laboratoire avec une faible activité (94).
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(ii) Variabilité inter-opérateur. Au sein d’'un méme laboratoire, les opérateurs peuvent
rendre des résultats différents a partir d’'une lame identique. Ceci peut étre apprécié par le
coefficient de variation du nombre de FT qui est retrouvé faible (4 %) dans certaines études
(103) et beaucoup plus important (40 %) dans d’autres (104). L’accord entre deux résultats
de pourcentage de FT rendus peut aussi étre mesuré grace au coefficient de corrélation
entre deux observateurs qui doit étre le plus proche possible de 100 % pour conclure a une
bonne reproductibilité. Il a été évalué entre 65 et 87 % dans une étude comparant 4
observateurs (7). Concernant la proportion d’anomalies rencontrées, les études s’accordent
a montrer que les coefficients de variation sont tres disparates en fonction du type
d’anomalie étudiée, et tendent a étre plus élevés pour la téte et la pieéce intermédiaire
(103,104). Ces données révelent le caractere subjectif de I'évaluation de la morphologie.

(ili) Variabilité intra-opérateur. Au cours de sa pratique, |’évaluateur acquiert de
I'expérience qui modifie son interprétation de la morphologie (94). Les opérateurs les plus
expérimentés sont les plus proches des valeurs de référence tandis que ceux ne réalisant pas
cette analyse en routine ont tendance a sous-estimer le nombre d’anomalies (104). Certains
auteurs jugent cette variation intra-individuelle acceptable car relativement faible (7,105)
bien qu’étudiée sur un laps de temps court (une semaine d’intervalle). En méthode
automatisée, la répétabilité semble aussi acceptable (106).

(iv) Variabilité des normes. L'évolution des classifications avec I'adoption des critéres stricts
a conduit a une diminution des seuils de référence. Or, il a été montré que la variabilité
dépendait de la classification utilisée (107,108) et augmentait pour les petites valeurs
(7,105).

Afin de controler et limiter la variabilité de I’évaluation de la morphologie , de
nombreux auteurs appellent a I'homogénéisation des pratiques (78) (préparation,

coloration, classification, techniques de lecture), a établir des programmes de maintien de

compétences réguliers (94,109,110) avec coopération internationale (58). Le constat d’une

tendance a I'amélioration au cours du temps (93), avec I'augmentation de I'utilisation de la
coloration de Papanicolaou, I'adoption des recommandations de 'OMS et la réalisation de
controles de qualité externes par certains organismes tels que Biologie Prospective est
encourageant.
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V. Conclusion

L'analyse de la morphologie des spermatozoides est initialement un examen de
premiere intention dans l'identification d’une infertilité d’origine masculine, notamment en
raison du lien rapporté avec la probabilité de conception in vivo. In vitro, le rapport entre la
morphologie des spermatozoides et leur capacité a féconder un ovocyte fait I'objet d’une
littérature abondante. En effet, la fécondation occupant une place centrale au cours d’une
tentative de FIV, la prédiction de sa réussite constitue un challenge pour les laboratoires
pratiqguant 'AMP. Le réle de la morphologie des spermatozoides dans cette étape cruciale,
de méme que la maniere de I’évaluer et la définition d’un spermatozoide normal suscitent
un débat depuis plus de 70 ans, comme en attestent les modifications des recommandations
de 'OMS au cours du temps.

Cette étude rétrospective avait pour objectif de mesurer I'impact de la morphologie
sur les résultats de FIVc avec les méthodes (de préparation, d’évaluation) encore en vigueur
actuellement au sein de notre laboratoire. Elle a permis de mettre en évidence qu’une
morphologie anormale était associée a une diminution du taux de fécondation et donc a une
augmentation du risque d’échec de fécondation. Cependant, la morphologie n’explique
gu’une petite part de cet événement, ce qui en fait un marqueur prédictif avec de faibles
performances analytiques. Aucun effet sur le développement embryonnaire aprés
fécondation n’a été observé dans notre étude. L'inconstance des résultats entre les
différentes publications de la littérature permet de souligner le caractere variable de
I'analyse de la morphologie des spermatozoides.

Ces constatations amenent a se questionner sur la fiabilité et la pertinence de ce
parameétre au regard des moyens mis en ceuvre pour I'évaluer. En effet, la réalisation des
spermocytogrammes est chronophage, et nécessite des contréles de qualité internes et
externes en plus d'une formation réguliere. Afin de limiter ces inconvénients,
I'automatisation de la technique permettrait de réduire le temps de I'analyse et la
subjectivité de I’évaluation.

La morphologie des spermatozoides étant insuffisante pour prédire la réussite de la
fécondation, la recherche de marqueurs complémentaires semble nécessaire pour adapter
au mieux la prise en charge des patients. Cette recherche est justifiée par la physiologie de la
fécondation qui met en jeu de nombreuses étapes qui ne peuvent pas étre évaluées
uniquement par un spermocytogramme. Par ailleurs, l'insuffisance de performance de tests
fonctionnels proposés il y a plus de 30 ans (test de réaction acrosomique, hamster test...)
met bien en évidence la difficulté a appréhender la complexité de ce processus. Une analyse
fine de la morphologie (MSOME : Motile Sperm Organelle Morphology Examination) a fait
I'objet d’études plus récentes sans avancée significative pour le moment (111). Enfin, il ne
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faut probablement pas oublier que I"ovocyte peut dans une certaine limite compenser une
altération spermatique (112); le résultat d’une fécondation réussie étant le fruit d’une
rencontre complémentaire et coopérative entre un spermatozoide et un ovocyte...
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