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RESUME

L’Analyse morphologique du spermato-
zoide humain est un des éléments
d’évaluation de son pouvoir fécondant,
mais peut aussi permettre par Pétude
des formes anormales une approche du
fonctionnement testiculaire. La littéra-
ture met en évidence une treés grande
variabilité dans les résultats observés,
en relation avec des méthodologies dif-
férentes, une grande diversité des clas-
sifications proposées et une grande
subjectivité dans Pinterprétation de
cette morphologie.

L’analyse automatisée de la morpholo-
gie spermatique permet une mesure
objective des différents parameétres
morphométriques du spermatozoide.
Une standardisation des méthodes est
nécessaire. L’analyse de la téte sperma-
tique semble la plus accessible a I'ana-
lyse automatisée et devrait pouvoir
apporter des éléments sélectifs dans
Pévaluation de la fertilité, associée a
Panalyse automatisée du mouvement.

Par contre ’analyse automatisée des
anomalies spermatiques parait illusoire
avec les systémes actuels, la piéce inter-
médiaire et le flagelle étant de petites
structures peu colorées et difficilement
identifiables par l'ordinateur. De plus
un consensus doit d’abord étre recher-
ché sur la définition des critéres et des
classes de spermatozoides anormaux.

Mots clés : Spermatozoide ; Morphologie, Analy-
se automatisée.

INTRODUCTION

L’analyse morphologique du spermatozoide
humain est une étape importante du sper-
mogramme. Les études cliniques ont bien
montré que, a 'inverse de la mobilité et de
la numération, la morphologie spermatique
est un des parametres spermatiques les
plus stables pour un sujet donné. C’est
aussi le parametre le mieux corrélé a la fer-
tilité.

Cependant 'analyse de la morphologie des
spermatozoides a été et continue d’étre
tres difficile et sujet 4 de nombreuses
controverses, et ceci pour plusieurs rai-
sons :

* il n’existe aucune définition objective du
spermatozoide fonctionnellement normal ;
en effet un spermatozoide morphologique-
ment normal peut étre dysfonectionnel
pour d’autres raisons, et inversement un
sperme morphologiquement anormal peut
étre fécondant, en particulier dans le
contexte des AMP.

* les nombreux auteurs qui se sont inter-
ressés a ce sujet ont souvent proposé leur
propre méthode d’analyse, et on peut dire
aujourd’hui qu’il y a autant de classifica-
tions des anomalies spermatiques qu’il y
a d’auteurs.
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* le caractére subjectif de 'analyse morpho-
logique est a l'origine de variations tres
importantes des résultats entre labora-
toires, ou dans un méme laboratoire entre
observateurs [1, 4, 17].

INTERET ET LIMITES DE L’ANALYSE
VISUELLE

Les informations fournies par I'étude de la
morphologie du spermatozoide sont de deux
ordres :

® soit évaluer le pouvoir fécondant du sper-
matozoide. Il s’agit alors d’étudier le sper-
matozoide normal dans I’éjaculat, mais
dans I'idée de son interaction avec I'ovocy-
te. C’est une démarche pronostique d’éva-
luation de la fertilité de I’homme.

¢ soit rechercher l'origine de 'anomalie du
sperme observée : il s’agit alors d’'une
démarche diagnostique, consistant a ana-
lyser les anomalies morphologiques dont
Porigine serait testiculaire.

1. Morphologie spermatique et fonc-
tion spermatique (fertilité)

Les premieres études ont mis en évidence
la relation entre la morphologie et la fertili-
té. Ainsi Mc Leod en 1951 [14] a montré
que le pourcentage d’anomalies morpholo-
giques était plus élevé dans les populations
d’hommes infertiles que dans celles
d’hommes fertiles. Depuis plusieurs
auteurs ont confirmé cette corrélation entre
fertilité et morphologie (8, 10, 15].

Cette approche de la fertilité nécessite la
définition du spermatozoide normal et
fécondant.

Un spermatozoide normal est considéré
classiquement comme ayant une téte de
forme ovale, réguliere, une piéce intermé-
diaire rectiligne, un flagelle fin et souple.
Cette définition simple est cependant
sujette 4 de nombreuses interprétations :
dans une étude comparant les résultats de

plusieurs laboratoires d’AMP utilisant la
classification de David, nous avons mon-
tré que le coefficient de variation du pour-
centage de formes normales était d’envi-
ron 30% [7]. De nombreux auteurs ont
également observé des coefficients de
variation de 25 4 40% entre observateurs,
quelle que soit la classification utilisée [4,
17]. En fait les divergences proviennent
de la plus ou moins grande acceptation
des formes limites, dites “borderline”“. Un
changement notable dans la classification
des spermatozoides normaux a été 'intro-
duction des critéres stricts de Kruger.
Dans cette classification toutes les formes
“bordeline“ sont classées en “anormales®.
Avec ces critéres stricts le pourcentage de
formes normales dans une population
d’hommes fertiles est descendu a 14-15%
[10], par rapport au 30-50% des méthodes
classiques. Ceci pourrait étre une
approche interressante, mais qui doit étre
tempérée par le fait que, d’'une part le
coefficient de variation interlaboratoires
utilisant cette méme méthode reste tou-
jours élevé [4], d’autre part il existe déja
au moins trois méthodes de classification
de Kruger [10, 11, 15]

2. Morphologie spermatique et fonc-
tion testiculaire (infertilité)

S'il est difficile de trouver un consensus sur
la définition d’un sperme normal, que dire
alors des formes anormales. Le grand
nombre d’anomalies observées de la téte, de
la piéce intermédiaire ou du flagelle, aux-
quelles se surajoutent les formes associées,
rendent les résultats d’un laboratoire a
lautre difficilement comparables. Le faible
pourcentage de chaque anomalie entraine
un coefficient de variation pouvant étre tres
élevé de 60 a 80%, [17]. L'introduction de
I'index anomalies multiples [8], prenant en
compte les formes associées, a permis de
réduire de maniére importante les varia-
tions entre laboratoires, mais au prix d’'une
perte d’information.
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Outre ces probléemes de méthodologie, 1'étu-
de des formes anormales pose aussi la ques-
tion de leur interprétation physiopatholo-
gique. Les anomalies morphologiques sont
d’origine testiculaire, apparaissant lors de
la spermiogéneése. Elle sont donc le reflet du
(dys)fonctionnement testiculaire, et pour-
raient étre un indicateur de P'étiologie de
cette dysfonction. Les agressions telles que
I’hyperthermie, la chaleur ou certains
toxiques sont responsables d’'une augmen-
tation des formes anormales. Malheureuse-
ment a ce jour aucune étude clinique n’a pu
mettre en évidence un profil morphologique
spécifique d’une affection donnée. Le
“stress syndrome” décrit par Mc Leod peut
s’observer dans de nombreuses circons-
tances, et non seulement dans le varicocele
comme il 'avait suggéré initialement.

Et cette ignorance dans lequel nous
sommes de la signification des formes anor-
males, hormis le fait qu’elles diminuent le
pouvoir fécondant du sperme, relativise
actuellement I'importance de ces études
morphologiques en tant qu’indicateur de la
fonction testiculaire.

L’ANALYSE AUTOMATISEE

L’Analyse automatisée de la morphologie
spermatique parait pour les raisons énumé-
rées ci-dessus une approche interressante,
supprimant le caractére subjectif de la
mesure, et donc réduisant les erreurs d’in-
terprétation.

Il existe actuellement plusieurs publica-
tions concernant les systémes automatisés.
Le systéme ASMA (Automated sperm mor-
phology analysis) se compose d’un microsco-
pe, d’'une camera video et d’'un microordina-
teur. L'image video est mémorisée par l'or-
dinateur qui va ensuite appliquer ses algo-
rythmes de reconnaissance des contours et
des formes lui permettant de reconnaitre
puis d’analyser la cellule. Un certain
nombre de paramétres morphométriques,
tels que longueur, largeur, surface, péri-

metre, régularité du contour, densité de la
cellule sont fournis par le ASMA et servent
de base a la classification.

L’Analyse automatisée doit permettre une
mesure objective, reproductible et donc
comparable d’'un laboratoire a I'autre. Plu-
sieurs études ont montré que la morphomé-
trie des spermatozoides pouvait varier en
fonction de la préparation des lames et des
colorations [3, 9]. La premiére étape vers
une uniformisation des systémes de classifi-
cation est donc la standardisation des
méthodes de préparation.

Les sytemes automatisés permettent une
mesure objective et précise, notion que
confirment les trés faibles coefficients de
variation observés pour les données mor-
phométriques brutes [2, 13,18].

Cependant pour étre exploitables, ces don-
nées morphométriques doivent étre utili-
sées comme critéres de définition des diffé-
rentes classes de spermatozoides normaux
et anormaux. Et le nombre de parametres
retenus comme critéres d’'une classe donnée
va fortement influencer les résultats.

Ainsi par exemple, pour définir une téte
spermatique “normale”, tous les auteurs
retiennent au moins 3 valeurs morphomé-
triques : Longueur, largeur et rapport L/1.
Ces critéres sont simples mais déja a ce
niveau il existe de grandes divergences
entre auteurs, (Tableau 1), et de petites dif-
férences dans les seuils de mesures d’accep-
tation d’'un spermatozoide normal vont
entrainer de trés grandes variations de
lordre de 100% dans le résultat final du
pourcentage de formes normales.

D’autres auteurs ont pris en compte des
parametres supplémentaires. Ainsi le syte-
me Fertech SMA [12, 13] apprécie la régu-
larité du contour de la téte, en I'assimilant
dans un modéle mathématique a une ellip-
se réguliere, ainsi que la présence de I'acro-
some, qui doit représenter 40% de la surfa-
ce de la téte, en évaluant les différences de
densité. Avec un tel systéme, 'erreur d’ap-
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Tableau 1: Critéres morphométriques de la téte spermatique proposés dans 4 méthodes

METHODE Longueur L
W
WHO PAP (1987) 3.0-5.0
WHO PAP (1992) 4.0-5.5
KRUGER PAP (1991) 3.0-5.0
KRUGER Diffquik (1991) 5.0-6.0

largeur 1 Rapport
w
2.0-3.0 L/2<1<2L/3
2.5-3.5 4L/7<1<2L/3
2.0-3.0 3L/5<1<21/3
2.5-3.5 3L/5<1<21/3

préciation d’'un sperme normal chute & 10%
par rapport a l'observation manuelle. La
reproductibilité est satisfaisante et le
temps d’analyse est d’environ 10mn pour
100 spermatozoides. Kruger et Menkveld
[13] ont montré une bonne corrélation
entre les résultats de cette analyse et la
fertilité.

Garret et Baker [5] ont développé un logi-
giel trés complet qui permet de recueillir 21
parametres de surface et 8 parameéetres de
densité. Ce systéme permet une trés bonne
interprétation des images de la téte sper-
matique, ainsi que de la région du col et de
la piéce intermédiaire. Ce systéme donne
d’excellentes corrélations avec ’observation
manuelle (95%), mais la précision de ’ana-
lyse nécessite un temps de calcul important
: il faut environ 100 mn pour analyser 100
spermatozoides.

Comparant des spermatozoides dans I'éja-
culat et ceux qui se sont fixés a la Zone
Pellucide, ces auteurs ont pu identifier
quelques parametres prédictifs de la fixa-
tion a la ZP : téte avec une large région
antérieure de faible densité optique,
importante symétrie axiale de la téte,
minimum d’anomalies du col. [6] Ces
résultats mettent donc 'accent sur la dif-
ference de coloration et la symétrie ellip-
soidale de la région antérieure de la téte,
qui est la région acrosomique. Une récen-
te étude confirme ces résultats, montrant
que la morphologie de acrosome est supé-
rieure en valeur prédictive de succés de la
FIV i la morphologie du spermatozoide
[16].

Il est évident qu’en fournissant suffisament
de parametres morphométriques, un ASMA
peut étre programmé pour identifier les
spermatozoides suivant n’importe qu’elle
classification déja existante. Cependant
l'intérét et 'objectivité de PASMA sont per-
dus si les résultats bruts de I'appareil ne
sont utilisés que pour attribuer avec préci-
sion un spermatozoide a une classification
subjective. Il est probablement nécessaire
de raisonner différemment avec un ASMA
et les récents résultats de Garrett et de
Menkveld pourraient servir de base a une
nouvelle classification.

En pratique toutes les études montrent
qu’il est trés difficile aujourd’hui de définir
un spermatozoide normal : dans 'évalua-
tion de la fertilité, ’analyse de la téte du
spermatozoide avec une évaluation tres
précise de la région acrosomique semble
primordiale, et seront considérés comme
normaux et potentiellement fécondants les
spz répondant a ces criteres.

Il est a noter que dans les systémes publiés
actuellement, seule la téte du spermatozoi-
de est prise en considération. La piéce
intermédiaire et le flagelle sont des struc-
tures de petite taille, faiblement colorées, et
leur identification par I'analyseur est diffi-
cile et responsable de nombreuses erreurs
de détermination du contour. Dans I'idée
d’une évaluation de la fertilité ces analyses
de la piéce intermédiaire et du flagelle sont-
elles nécessaires ? Certes l'intégrité de I'ap-
pareil flagellaire est indispensable a la
fécondation mais 'analyse de la mobilité
par les CASMA (Computer Automated
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Sperm Motion Analysis) fournira surement
des informations plus précises sur la valeur
fonctionnelle de 'appareil locomoteur du
spermatozoide.

La réponse apportée serait certainement
différente si ’analyse de la morphologie
n’avait pas seulement pour but d’évaluer le
pouvoir fécondant des spermatozoides, mais
aussi d’étudier les troubles de la spermato-
géneése. Dans ce cas il est évident que a
priori toutes les anomalies sont impor-
tantes. Dans une telle approche, 1'identifi-
cation d’'une anomalie nécessite la prise en
compte de beaucoup plus de critéres mor-
phométriques concernant la téte mais aussi
la piéce intermédiaire et le flagelle. Cette
seconde démarche est donc tres différente
de la précédente et nécessite une analyse
trés fine de tous les constituants du sper-
matozoide. 1l est évident qu'une telle analy-
se trés complexe n’est utile que si l'on sait
ce que l'on cherche. Or a ce jour les inter-
prétations physiopathologiques des anoma-
lies spermatiques sont quasi inexistantes.
De nouvelles études sur la signification des
anomalies observées sont donc indispen-
sables avant d’envisager une analyse auto-
matisée de de ces anomalies.

CONCLUSIONS

L’extréme variabilité observée dans l'inter-
prétation de la morphologie des spermato-
zoides dans les laboratoires d’Andrologie
diminue grandement l'intérét de cet exa-
men, alors que les études cliniques ont clai-
rement démontré son intérét en particulier
dans P'évaluation de la fertilité. [’Analyse
automatisée de la Morphologie Spermatique
pourrait résoudre ce probléeme, en apportant
des mesures objectives et reproductibles.
Cependant une standardisation de la prépa-
ration des lames est indispensable. Un
consensus sur les criteres sélectifs retenus
pour identifier un spermatozoide normal ou
anormal devra ensuite étre recherché, en
s’appuyant sur l'expérience clinique.
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ABSTRACT
Automated sperm morphology
D. LE LANNOU

Examination of sperm morphology is
one factor of evaluation of sperm func-
tion, but it can also be considered as a
biomarker of testicular function. All
publications showed a high variability
in observed results, in relation with
different methods of staining slides

and classifying sperm morphology,
and a large subjectivity in the visual
assessment,

Automated sperm morphology analysis
(ASMA) have the potential to provide
more objective, accurate, and precise
morphometric measurements of sper-
matozoa. Standardisation of the
methods of slides preparation is first
essential. Analysis of the sperm head
morphometry appears the more acces-
sible for the ASMA and could give
selective parameters in the evaluation
of fertility, in complement with motion
sperm analysis.

In the other hand automated analysis
of all sperm abnormalities appears
illusory with actual instruments,
because the midpiece or the flagellum
is a little structure weakly stained, and
thus difficult to be identified by the
computer. Until more rigorous and
consistent definitions of sperm fea-
tures can be developped, in relation
with testicular function, the pronostic
value of existing sperm abnormalities
classifications is limited.

Key words : Sperm morphometry, computer
analysis.
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