

III. 1.  fécondation in vitro:
C'est une des techniques de la procréation médicalement assistées dans le but de traiter la stérilité ; elle consiste à réaliser au laboratoire la formation de l'embryon puis à la replacer à l'intérieur de l'utérus. 

Le déroulement de la fécondation in vitro passe par plusieurs étapes successives qui sont les suivants : 

IV. 1. 1. La stimulation des ovaires : 

normalement, durant un cycle menstruel normal, l'ovaire donne un seul ovule mature  mais dans la FIV, pour augmenter les chances de succès, le médecin essaye d'obtenir un maximum d'ovules matures ; pour arriver à ce but il faut stimuler les ovaires de manière artificielle en administrant à la femme des médicaments inducteurs de l'ovulation qui permettent le développement, en même temps, de plusieurs follicules ovariens et par conséquence plusieurs ovules en même temps. 


IV.  1. 2. Le monitorage de la stimulation: 

Elle est ovarienne, elle permet de surveiller le bon déroulement de la croissance des follicules ovariens sous l'effet des inducteurs de l'ovulation. Ce monitorage est basé sur : 

· les contrôles échographiques des ovaires qui permettent de préciser le nombre de follicules en développement, la taille de ces follicules et leur localisation à l'ovaire droit et gauche ; 

· les dosages répétitifs de l'hormone de l'œstradiol dans le sang. 
  

En couplant les dosages hormonaux de l'œstradiol au nombre et tailles des follicules observés à l'échographie le médecin peut évaluer le degré de la maturation de ces follicules et donc de déterminer le moment optimal pour l'administration des (HCG ou les gonadotrophines chorioniques) qui ne sont que des hormones qui déclenchent l'ovulation mais leur administration est nécessaire aussi pour achever la maturation des follicules ovariens en développement ; 


  

IV.  1. 3. La ponction des follicules ovariens: 

Dans le but de recueillir les ovules : elle est faite entre 34 à 36 heures après l'injection des déclencheurs de l'ovulation ( Les HCG) ; si l'on dépasse les 36 heures, on risque de voir qu'une ovulation spontanée se produit au niveau des ovaires avec un désavantage énorme qui est la perte des ovules matures parce que leur recueil devient impossible. La ponction des follicule se réalise par voie vaginale sous contrôle échographique endo-vaginal mais dans des rares cas, le recueil peut être réalisée à travers la paroi abdominale sous contrôle échographique abdominal. Enfin la ponction des follicules est souvent réalisée sous anesthésie locale mais parfois l'anesthésie générale est nécessaire. 

IV.  1. 4. Le recueil des spermatozoïdes: 

Est fait par masturbation, le jour de la ponction des follicules, le médecin biologiste procède à la préparation du sperme qui consiste à récupérer les spermatozoïdes les mobiles ; 
IV.  1. 5. La mise en culture: 

des ovules recueillis dans des milieux de culture spéciaux et en contact avec les spermatozoïdes : durant cette étape deux phénomènes peuvent être observés : la fécondation in vitro et la division cellulaire des ovules fécondés (le clivage) : 

1) Mettre en contact les ovules et les spermatozoïdes dans une éprouvette pour permettre à ces spermatozoïdes de féconder les ovules. Normalement l'ovule ne peut être pénétré et fécondé que par un seul spermatozoïde ; en moyenne, 50 % des ovules sont fécondés mais ce chiffre peut aller de 0 à 100 % ; 
En fécondation in vitro avec ICSI, le médecin biologiste introduit, lui même,  artificiellement, par micro-injection sous contrôle microscopique, le spermatozoïde à l'intérieur de l'ovule pour le féconder ; 

2) le clivage cellulaire est la multiplication cellulaire de l'ovule fécondé (zygote) qui aboutira à la formation de l'embryon : normalement au bout de 48 heures de mise en culture l'œuf fécondé se divise en quatre cellules ; 

c'est souvent à ce stade de division cellulaire que les l'embryons sont transférés à l'intérieur de l'utérus mais dans certains cas le transfert est réalisé au bout de 6 à 7 jours après avoir été mis dans des milieux de coculture spéciaux, les embryons dans ce cas là atteignent un stade embryologique beaucoup plus avancé et appelé le stade de blastocyste.   

IV.  1. 6. Le transfert :

Des embryons, comme on a vu, consiste à introduire les embryons obtenus par la fécondation in vitro à l’intérieur de l’utérus (dans la cavité utérine) en passant à travers le col utérin, il se fait sans anesthésie. Le nombre d’embryon transféré est de l’ordre de 2 à 3 embryons, un nombre plus important augmente la chance d’obtenir une grossesse mais il augmente le risque de grossesse multiple (grossesse gémellaire ou plus) ; 

IV.  1. 7. la congélation: 

des embryons restant et de bonne qualité après le premier transfert (embryons surnuméraires) : ces embryons pourront être replacés dans un autre cycle si l'on n'obtient pas de grossesse après les transferts précédents ou  s'il y a un désir de nouvelle grossesse dans les deux ans qui suivent l'accouchement après un transfert réussi. (16)

IV. 2. Intra Cytoplasmic Sperm Injection: 

C'est une fécondation in vitro (FIV) avec micro-injection directe d’un spermatozoïde dans l’ovocyte ; donc il s'agit d'une fusion d’un gamète mâle et d’un gamète féminin obtenu artificiellement. 

En effet dans la fécondation in vitro classique, après avoir recueilli les ovules et les spermatozoïdes le médecin biologiste les met ensemble en contact dans une éprouvette, un des spermatozoïdes doit, de lui même, pénétrer l'ovule pour le féconder, mais dans certains cas le médecin, peut choisir d'introduire lui même, par une micro-injection sous contrôle microscopique, un spermatozoïde à l'intérieur (dans le cytoplasme) de chaque ovocyte pour le féconder, cette technique est connue sous le nom de la fécondation in vitro avec ICSI. 

L'ICSI semble nécessaire dans certains cas , surtout dans les cas où les spermatozoïdes sont incapables de pénétrer dans l'ovule pour le féconder (spermatozoïdes non fécondants), car grâce à cette technique il est possible de d'obtenir une fécondation et une grossesse en utilisant des spermatozoïdes éjaculés, ou des spermatozoïdes récupérés de l'épididyme ou du testicule (par ponction ou par incisions chirurgicales) et indépendamment de leur mobilité ou de leur morphologie (sauf pour certaines anomalies rares comme les spermatozoïdes macrocéphales ou polyfalgelles car dans ces cas l'échec de l'ICSI est constant).

Les étapes de la fécondation in vitro classique et par ICSI sont les mêmes, la seule différence est le type de la fécondation mais ce temps est réalisé au laboratoire, pour cela le couple ne constate pas de changement. 

IV.  2. 1. Le recueil des gamètes : 
Le recueil des ovocytes se fait comme pour une fécondation in vitro conventionnelle, c'est-à-dire par stimulation ovarienne et ponction folliculaire par voie vaginale et sous contrôle échographique ; 6 à 10 ovocytes matures sont généralement obtenus. Pour effectuer une ICSI il est nécessaire réaliser une décoronisation de l'ovocyte (séparer l'ovocyte de la couronne cellulaire qui l'entoure) par digestion enzymatique rapide, par la hyaluronidase suivie de rinçages. 

Le recueil des spermatozoïdes peut se faire à partir :

· d’un éjaculât par masturbation, de vibromassage, ou par électro-éjaculation réalisée chez certains paraplégiques.

· d’un prélèvement au niveau de l'épididymaire par :

· soit la technique PESA (Percutaneous epididymal sperm aspiration) ou la ponction aveugle transcutanée ; il s'agit d'une technique souvent peu reproductive en terme de nombre de spermatozoïdes obtenu et elle peut être traumatique pour le canalicule épididymaire 

· soit la technique MESA (Microsurgical epididymal sperm aspiration) où les spermatozoïdes sont obtenus aspiration suite à des micro-incisions chirurgicale de l'épididyme

· d’un prélèvement au niveau de testicules 
IV. 2. 2. L'injection du spermatozoïde dans l'ovocyte :
Sous grossissement de x 400, le spermatozoïde sélectionné est déposer dans un milieu liquide épais (de polyvinyl pyrrolidone (PVP) ou hyaluronate de sodium) ce qui permet de ralentir ces mouvements du spermatozoïde, puis pour l'immobilier, le biologiste utilise la technique de cisaillement du flagelle ou une technique équivalente. Une fois immobilisé, le spermatozoïde est aspiré, le flagelle en premier, avec la micropipette d’injection puis il est injecté entier par le biologiste dans le cytoplasme de l'ovocyte découronné (débarrassé des cellules qui l'entourent) et maintenu par une micropipette aspirante (dite de contention).

Une fois l'opération terminée, la tête de la spermatozoïde qui possède la substance génétique (23 chromosomes = 1N ou un génome) se trouve à l'intérieur du cytoplasme de l'ovocyte grâce à cette fécondation artificielle. Ensuite le processus de la fécondation se poursuit comme dans une fécondation naturelle par la fusion des deux noyaux (noyau de l'ovule et du spermatozoïde) ce qui permet de déclencher la première multiplication cellulaire du zygote (l'ovule fécondé) ou le premier clivage cellulaire (dans le langage des spécialistes des FIV)...

Si la fécondation (la fusion des noyaux des deux gamètes) a eu lieu normalement, on peut observer, environ 18 heures après l'injection, la présence des deux pronuclei au centre du cytoplasme et la présence du deuxième globule polaire dans l’espace périvitellin. 

Une des variantes de cette technique est : 

· IMSI (Intra Cytoplasmic Morphological Sperm Injection) :
   Cette nouvelle technique consiste à étudier les spermatozoïdes sous un fort grossissement (x6600) et choisir parmi les spermatozoïdes, que ce qui possèdent une morphologie parfaite ou presque parfaite (taille, aspect et intégrité de structure), donc éliminer les spermatozoïdes qui présentent des anomalies morphologiques que l'on ne peut pas mettre en évidence en utilisant le microscope à grossissement standard (x400) ; parmi ces anomalies on peut citer en particulier les spermatozoïdes qui portent des vacuoles dans la structure de leur tête, c'est-à-dire dans leur chromatine ; ces vacuoles ne sont pas visibles par le microscope standard mais les études montrent que ce type d'anomalie est à l'origine de certains échecs de la FIV et de L'ICSI.

Une fois que la sélection des spermatozoïdes est réalisée, le déroulement de la fécondation de l'ovule est identique à celui de l'ICSI.

Cette technique est utilisée chez les couples dont le partenaire masculin produit un sperme caractérisé par la présence : de tératozoospermies importantes (en dehors de la macrocéphalie des spermatozoïdes qui aboutit à l'échec de toutes les tentatives de l'ICSI).d'oligozoospermies sévères ; de cryptozoospermies ; et en cas d'échec itératif de l'ICSI

Deux techniques abandonnées pour leurs taux se fécondation bas : 

a) PDZ (Partial zona dissection) : il s'agit de réaliser une dissection partielle de la zone pellucide de l'ovocyte avec la pipette d’injection ; la petite ouverture obtenue dans cette zone permet l’accès direct des spermatozoïdes à la membrane cytoplasmique pour qu'un des ces spermatozoïdes puisse la traverser et féconder l'ovocyte ;

b) SuZI (Subzonal insemination) : insémination par micro-injection de quelques spermatozoïde dans l’espace péri vitellin de l’ovocyte. (14)

IV. 3. L'insémination artificielle:

IV. 3. 1. Définition :

Les couples connaissant des difficultés à concevoir un enfant peuvent se voir proposer différentes techniques d'assistance médicalisée à la procréation. Parmi elles figure l'insémination artificielle, à laquelle de nombreux couples ont recours.
L'insémination artificielle consiste à déposer le sperme du conjoint (IAC) ou d'un donneur (IAD) dans l'utérus de la femme, afin de rapprocher les spermatozoïdes de l'ovule et faciliter ainsi leur rencontre. Souvent, cette manipulation est associée à une stimulation ovarienne pour augmenter les chances de réussite.
Les médecins peuvent décider de procéder à une insémination lorsque l'un des deux conjoints présente des troubles de la fécondité. Chez les femmes, cela peut être des anomalies au niveau du col de l'utérus ou de la glaire cervicale, et chez l'homme une trop petite quantité de spermatozoïdes ou des problèmes liés à l'éjaculation. L'insémination est aussi proposée lorsque la stimulation ovarienne seule ne suffit pas.

Les couples désirant avoir recours à l'insémination artificielle doivent cependant remplir des conditions bien spécifiques, imposées par le Code de Santé Publique : les conjoints doivent être mariés ou vivre en concubinage depuis au moins deux ans, et être en âge de concevoir des enfants. Ils doivent aussi remplir un formulaire attestant de leur consentement à procéder à l'insémination artificielle. 

IV.  3. 2. Procédures : 
Tout d'abord, chacun des deux conjoints procède à des examens afin d'établir les causes de l'infécondité. Ensuite, les médecins s'intéressent au cycle de la femme : la plus grande partie du temps, même si le cycle est propice à l'ovulation, les médecins stimulent les ovaires avant de déclencher l'ovulation, ce qui permet de connaître précisément le moment idéal pour introduire les spermatozoïdes. Ce petit "coup de pouce" au cycle est surveillé par une série d'échographies et des dosages hormonaux.
Environ trente-six heures après le déclenchement de l'ovulation, les médecins procèdent à l'insémination à l'aide d'un cathéter après avoir recueilli le sperme du conjoint le jour-même, et sélectionné les spermatozoïdes les plus aptes à provoquer une fécondation. L'insémination est un acte simple car il se fait par les voies naturelles. La patiente repart après être restée environ une demi-heure en position allongée, et n'a plus qu'à attendre et espérer faire partie des 10 à 15% des inséminations artificielles réussies (13).
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