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Résume :

Contexte et objectif : La cryoconservation d'embryons avec transfert d'embryons congelés-

décongelés (TEC) apres I'utilisation de la technique de vitrification, est devenu un élément essentiel

des techniques de PMA, I’objectif de notre travail est d’étudier les facteurs de réussite du TEC.

Matériel et méthodes : 1l s’agit d’une étude rétrospective menée sur 181 patientes qui ont
fait un TEC aprés vitrification entre 2015 et 2020 dans le centre de PMA la clinique Ibn Rochd
Constantine. Les criteres étudiés sont : 1’age, le taux de progestérone, la culture 24 h, la préparation de
I’endométre, le jour du transfert, le nombre d’embryons transférés, la durée de cryoconservation, le

nombre de blastoméres lysés par embryons clivés.

Résultats : Nos résultats montrent que les facteurs ayant un impact sur les résultats du TEC
sont I’age, la culture 24 h, le nombre d’embryons transférés, le nombre de blastomeres lysés par
embryons clivés. Les grossesses chez les femmes ayant un &ge inférieur a 35 ans dépassent
significativement les autres catégories (p<0,05). L’age est un facteur décisif lors d’un transfert
d’embryon frais et congelés. Le protocole optimal de préparation endométriale n’est pas déterminé, il
n'y avait pas de différence significative dans le taux de grossesse. Cependant le cycle naturel a donné
des résultats positifs plus élevés par rapport au cycle de THS dans le TEC (33,3%vs19, 4%). Le
transfert de deux embryons ou 3 embryons était associé a un meilleur taux de grossesse que
le transfert mono-embryonnaire (p<0,05), et le transfert de blastocyste restera toujours une option
favorable et prometteuse en TEC en comparaison avec le stade clivé (23,5% vs 21,5) et si le taux de
progestérone le jour du transfert est inférieur ou égale au seuil de 8 ng/ml, il est préférable d’annuler
le cycle de transfert. Le transfert d'embryons avec des blastoméres entierement intacts est associé a des
taux de conception plus élevés que les embryons avec des blastomeres lysés (p<0,05). Ainsi que les
embryons qui ont fait over night culture donnent un taux de grossesse plus élevé que les embryons
qui n’ont pas fait (100% vs 19,2%) (p<0,001), et la durée de cryoconservation n’influence pas sur le

taux de grossesse.

Conclusion : Les résultats trouvés témoignent le succés des résultats aprés TEC. La

vitrification permet aujourd’hui d’avoir des résultats voisins de ceux obtenus en transfert frais.

Mots clés : L’infertilité, PMA, la vitrification, transfert d’embryons congelés, la progestérone,

la lyse.



Abstract:

Context and objective: The cryopreservation of embryos with transfer of frozen-thawed
embryos (FTE) after the use of the vitrification technique, has become an essential element of the

techniques of ART, the objective of our work is to study the success factors of FTE.

Material and methods: This is a retrospective study carried out on 181 patients who
underwent TEC after vitrification between 2015 and 2020 in the assisted reproduction center, Ibn
Rochd Constantine clinic. The criteria studied are: age, progesterone level, and 24-hour culture, and
endometrial preparation, day of transfer, number of embryos transferred, and duration of
cryopreservation, the number of blastomeres lysed per cleaved embryos.

Results: Our results show that the factors having an impact on the results of the TEC are age, 24
h culture, the number of embryos transferred, the number of blastomeres lysed per cleaved embryos.
Pregnancies among women under 35 years of age significantly exceed other categories (p <0.05). Age
is a deciding factor when transferring fresh and frozen embryos. The optimal protocol for endometrial
preparation has not been determined; there was no significant difference in the pregnancy rate.
However the natural cycle gave higher positive results compared to the HRT cycle in TEC (33.3%
vs.19.4%). The transfer of two embryos or 3 embryos was associated with a better pregnancy rate than
the mono-embryo transfer (p <0.05), and the blastocyst transfer will always remain a favorable and
promising option in TEC compared to the cleaved stage. (23.5% vs 21.5) and if the progesterone level
on the day of transfer is less than or equal to the threshold of 8 ng / ml, it is preferable to cancel the
transfer cycle. Transfer of embryos with fully intact blastomers is associated with higher conception
rates than embryos with lysed blastomers (p<0.05). As well as the embryos which made over night
culture give a higher pregnancy rate than the embryos which did not (100% vs 19.2%) (p <0.001), and

the duration of cryopreservation does not influence on the pregnancy rate.

Conclusion: The results found testify to the success of the results after TEC. The vitrification

today makes it possible to have results similar to those obtained in fresh transfer.

Key words: Infertility, PMA, the vitrification, frozen Embryo transfer, progesterone, lysis.
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Introduction

Dans de nombreuses cultures, le désir de se reproduire et d’avoir un enfant a de nombreuses
explications dans le domaine social, émotionnel et biologique. Pour la plupart des personnes, le
mariage et la naissance d’un enfant sont considérés comme un besoin humain inné, et quand ces
désirs et besoins ne sont pas satisfaits, ils finissent par étre source de stress, détresse de mepris, et

désordre mental et psychologique.

L’infertilité est la difficulté de la procréation, qui est influencée par des nombreux facteurs
(biologiques) qui peuvent affecter les hommes, les femmes ou les deux partenaires, 1’infertilité est
un probléme de couple, qui souhaitent procréer et qui n’arrivent pas a concevoir un enfant au bout
d’une année de rapport sexuels non protégés (Zegers-Hochschild et al., 2009). Selon les
inquiétudes nationales menées par le ministére de la santé de la population et de la réforme
hospitaliere entre 1992 et 2002, I’ Algérie compte plus de 300.00 couples souffrant d’infertilité,
soit une proportion de 7 % des couples. En 2010 1’organisation mondiale de la santé (OMS) a
estimé que 48,5 millions des couples dans le monde étaient infertiles, avec une prévalence

croissante due a une population mondiale croissante.

La procréation assure le renouvellement de I’humanité ainsi que sa pérennité, elle est donc
source de vie, la pratique de la procréation médicalement assistée (PMA) est un ensemble de
techniques qui permettent de pallier aux difficultés a concevoir, elle remédie aux difficultés de
rencontre entre le spermatozoide et 1’ovocyte sans nécessairement traiter la cause. En France en
2013 on dénombrait 23651 enfants nés grace a I’AMP soit environ 2,9 % des naissances, selon
I’agence de la biomédecine (ABM), la part des naissances issues de ces techniques ne cessera

d’augmenter et environ 1 couple sur 10 aura recours a I’AMP.

Parmi les techniques d’AMP, la fécondation in vitro (FIV) classique et la micro-injection
intra cytoplasmique de spermatozoides (ICSI), ces 2 techniques permettent d’obtenir une FIV au
laboratoire et d’aboutir a la formation en culture. Cependant, un certain nombre de problemes

persistent. Par ailleurs, le probleme des grossesses multiples induites par 'AMP.

Le transfert embryonnaire est un des gestes fondamentaux de la prise en charge en AMP,
¢tape de désir un enfant pour de nombreux couples, d’autres techniques permettent de la
cryoconservation des embryons surnuméraires viables pour leur utilisation lors d’un prochain

cycle se sont la congélation lente et la vitrification. De nombreuses études comparant ces deux
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techniques rapportent une supériorité de la vitrification en ce qui concerne le taux de survie

embryonnaire aprées décongélation (Nagy et al., 2020).

Cette technique augmente les chances cumulatives de grossesse par cycle FIV-ICSI, lorsque
le transfert en frais aura échoué, ou aura éte différé ou en cas de succes de celle-ci. La vitrification
donne la possibilité de mettre en route un nouveau transfert sans repasser par 1’étape stimulation —
ponction. En 2013, 16 % des naissances liées a I’AMP sont issues d’une cryoconservation selon
I’Agence de biomédecine avec des efforts récents pour réduire les taux de naissances multiples

apres la procréation assistée.

La pratique du transfert d’embryon congelé¢ (TEC) s’est accrue pendant la derni¢re décennie :
il y a aujourd’hui plus du TEC que de transfert frais (Calhaz-Jorge et al., 2017). Cette
augmentation est consécutive a la meilleure survie embryonnaire grace au processus de
vitrification des embryons (Sifer., 2014). Il existe plusieurs facteurs qui peuvent influencer les
résultats du TEC aprés réchauffement tels que 1’age de la femme, le taux de progestérone, le taux
de survie de blastomeres aprés décongélation, la préparation endométriale, le jour de transfert.
C’est dans cet objectif qu’on a proposé d’étudier les facteurs de réussite du transfert d’embryon

congelé décongelé au sein d’une population de I’Est Algérien.
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ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

I. Genéralités
I.1. Notion et concepts d’infertilité :

La fertilité est définie comme I’aptitude a concevoir. Un individu ou un couple est donc dit
fertile s’il est apte a obtenir une grossesse. Dans le cas contraire, on parle d’infertilité: c’est
I’incapacité a procréer. L’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) a définie I’infertilité comme
I’incapacité d’un couple a procréer ou a mener une grossesse a terme apres un an ou plus de

rapports sexuels réguliers et non protégés (Ben Rhouma et al., 2019).

L’infertilité peut étre primaire ou secondaire : elle est primaire en absence de grossesse apres
un minimum d’un an de rapports sexuels non protégés chez une femme qui n’a jamais eu

d’enfants, et secondaire si cette femme a déja eu une ou plusieurs grossesses.

L’infertilité représente un réel probléme de santé publique et elle est considérée comme une
pathologie a part entiéere. De nos jours, 10-15% des couples ont des difficultés a procréer,
I’aptitude a procréer dépend du bon fonctionnement coordonné des systémes reproducteurs
masculin et féminin. Différentes causes peuvent étre a 1’origine de cette incapacité a procréer : des
troubles endocriniens, des maladies infectieuses, des obstructions du tractus génital, un défaut de
la gamétogenése féminine ou masculine, des défauts d’implantation, des problémes d’érection ou
d’¢jaculation, des études ont aussi montré que I’environnement et le mode de vie pouvaient

affecter la fertilité (Ben Rhouma et al., 2019).

|1.2. Causes d’infertilité féminine :

1.2.1. Les troubles hormonaux

Les causes les plus fréquentes d'infertilité d'origine féminine sont I'absence (anovulation) ou
les troubles de l'ovulation (dysovulation) qui se traduisent par l'absence de production d'un
ovocyte fécondable. Ce diagnostic est évoqué devant des régles absentes (aménorrhée) ou
irregulieres. Les principales origines sont soit ovariennes (ovaires poly kystiques ou insuffisance
ovarienne), elles sont dites périphériques, soit hypothalamo-hypophysaires, dues a une anomalie

de sécrétion hormonale, elles sont alors dites centrales (Lévy-dutel et al., 2015).
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1.2.2. Les troubles morphologiques
1.2.2.1. Les anomalies tubaires

Les trompes peuvent étre obturées ou altérées, ce qui va empécher la rencontre de l'ovocyte
et des spermatozoides. L'obstruction tubaire peut étre la conséquence d'infections sexuellement

transmissibles, en particulier les infections a Chlamydia, d'une malformation congénitale.

1.2.2.2. Les anomalies utérines

La cavité utérine est le lieu d'implantation de I'embryon. Les pathologies utérines qui
peuvent géner l'implantation sont le myome, le polype, I'endométrite (infection de I'endomeétre),
les malformations utérines acquises ou congénitales (cloison utérines, synéchie) (Lévy-dutel et
al., 2015).

1.2.3. L’endométriose

L'endométriose est une maladie gynécologique caractérisée par des localisations anormales
de la muqueuse utérine hors de 1’utérus, dans les ovaires, les trompes ou la cavité péritonéale

(Koch et al., 2012).
1.2.4. Les infections

Certaines infections interférent avec la fertilité féminine. Le germe le plus fréquent est la
Chlamydia. Cette bactérie peut favoriser par exemple I'obstruction d'une ou des deux trompes
tubaires, une endomeétrite (infection de la paroi utérine) responsable de fausses couches ou d'autres

troubles de I'implantation du futur embryon (Lévy-dutel et al., 2015).

1.2.5. Les fausses couches a répétition

La fausse couche constitue la complication la plus courante de la grossesse (10 a 15 %). Elle
se définit par I'arrét spontané du développement embryonnaire ou feetal. 80 % des fausses couches
ont lieu avant la fin du premier trimestre : plus la grossesse évolue, plus le risque de fausse couche
diminue (Lévy-dutel et al., 2015).
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Il. La procréation médicalement assistée :

L’infertilité est un probléme de santé mondial qui touche environ 15 % des couples dans le
monde. Cependant, moins de 55 % de ces couples touchés demandent une assistance médicale
(Bras de Guimardes et al., 2020).

A Torigine, les techniques d’assistance médicale a la procréation ont éteé développées dans le
but de remeédier a une infertilité médicalement constatée (Mollard., 2017), redonne I’espoir aux
couples qui ne peuvent procréer naturellement (Allard et al., 2007). Les pratiques d’assistance
médicale a la procréation (AMP) recouvrent 1I’ensemble des techniques cliniques et biologiques
d’aide a la procréation qui nécessitent la manipulation d’au moins I’'un des deux gamétes, il s’agit
soit de la manipulation des spermatozoides de 1’homme, on évoque alors les pratiques
d’insémination artificielle (IA), soit de la manipulation des spermatozoides de 1’homme et des
ovocytes de la femme in vitro (FIV) avec ou sans assistance a la fécondation injection intra

cytoplasmique de spermatozoide (ICSI) (Royere et al., 2011).

11.1. Les différentes techniques de la PMA :

11.1.1. L’insémination artificielle :

C’est la technique La plus ancienne des techniques d’AMP. Elle consiste a introduire des
spermatozoides a l'intérieur des voies génitales féminines, pour faciliter la rencontre des gameétes

males et femelles. Elle se divise en deux :
[10Insémination intra-cervicale(l1C): le sperme est placé dans le col de l'utérus.

[10Insémination intra-utérine (11U): consiste a déposer des spermatozoides mobiles du

conjoint directement dans I’utérus a I’aide d’un cathéter (Lévy-dutel et al., 2015).
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sélectionnés aprés Insémination 3 I'aide
préparation d'un cathéter

Insémination intra-utérine

Figure. 1 : Schéma représentatif des étapes insémination artificielle(Lévy-dutel et al., 2015)
11.2.2. La Fécondation in vitro (FIV) :

La FIV reproduit en laboratoire la fécondation et les premiéres étapes du développement
embryonnaire, découpent schématiquement le processus de FIV en quatre étapes successives : la
stimulation ovarienne, le recueil des gametes, avec notamment la ponction ovocytaire, la FIV a

proprement parler et le transfert embryonnaire dans 1’utérus (Allard et al., 2007).

11.2.2.1. FIV conventionnelle (classique) :

Qui consiste a pratiquer une fécondation, ou plus au moins une rencontre des spermatozoides

et de I’ovule, in vitro, donc en dehors des voies génitales de la femme.

Louise Brown, le premier bébé-éprouvette au monde, est née le 25 juillet 1978, en Grande-
Bretagne (Steptoe et al., 1978).
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Figure. 2 : Schéma représentatif de la FIV classique (Lévy-dutel et al., 2015)
11.2.2.2. FIV-ICSI (injection intra cytoplasmique de spermatozoides) :

Un seul spermatozoide est injecté directement dans I'ceuf, le choix est généralement basé sur
les paramétres du sperme, aujourd’hui environ 70% des tentatives de FIV sont faite par ICSI
(Chapuis et al., 2017), (Kupka et al., 2016).

Figure. 3 : Schéma représentatif de I’injection intra cytoplasmique de spermatozoides
(Lévy-dutel et al., 2015)
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11.2.2.3. FIV-IMSI :(Injection intracytolasmique de spermatozoides
morphologiquement sélectionnés)

Pour la technique d’ICSI, une préparation de spermatozoides aprés, un grossissement
optique de 200x a 400x est utilisé pour examiner I'échantillon. Les meilleurs spermatozoides
mobiles « d'apparence normale » sont sélectionnés en fonction de leur morphologie majeure, puis
injectés dans les ovocytes récupérés aprés stimulation ovarienne. Cependant, les taux de
naissances vivantes restent faibles, ce qui peut justifier la recherche de nouvelles interventions
pour améliorer les résultats Au début des années 2000, une alternative a I'approche de la sélection
des spermatozoides a été décrite. Cette technique nécessite I'analyse de critéeres morphologiques
mineurs utilisant la microscopie a trés fort grossissement (> 6000x) (Teixeira et al., 2020).

11.2. Embryons surnuméraires :

Le nombre d'embryons ou de blastocystes obtenus peut étre supérieur au nombre d'embryons
ou de blastocystes transférés. Les embryons ou les blastocystes non transférés dits « surnuméraires
» sont alors congelés (Cryo conservés) avec l'accord du couple, pour une prochaine utilisation.
Le protocole de préparation de I'utérus pour un transfert d'embryons ou de blastocystes congelés
est plus simple qu'un protocole de FIV (Lévy-dutel et al., 2015). La comparaison entre le transfert
frais et congelé a J2/J3 versus J5/J6 a fait ’objet de nombreuses études qui vont toutes dans le
méme sens: le transfert au stade blastocyste permet d’obtenir des taux d’implantation, de

grossesses cliniques et d’accouchements significativement plus importants (Papanikolaou et al.,

2006), (Glujovsky D et al., 2013).
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I11. Transfert d’embryons congelés :
I11.1. Histoire de la cryoconservation :

La cryoconservation, c'est-a-dire la conservation du matériel biologique a trés basse
température, englobe deux meéthodes principales : la congélation lente et la vitrification.

Les premieres observations de la vitrification ont été faites il y a seulement environ 200 ans
par le scientifique francais Joseph Louis Gay-Lussac, en1938, prés d'un siécle plus tard, Luyet et
Hodapp ont publié le premier rapport sur la cryoconservation réussie des spermatozoides de
souris, réalisée par vitrification (Luyet and Hodapp, 1938). En 1949, Christopher Polge, Audrey
Smith et Alan Parkes, tout en essayant de reproduire les résultats de Luyet et Hodapp avec du
sperme de volaille, ont accidentellement découvert la propriété Cryo protectrice du glycérol et ont
ainsi ouvert le champ de la congélation lente tout en écartant (excluant) la vitrification. En effet,
la congélation lente a si bien réussi a congeler le sperme, ce qui a donné naissance au premier bébé
humain a l'aide de spermatozoides congelés décongelés en 1953 par Sherman et Bunge.
Cependant, les embryons et les ovocytes étaient plus difficiles. En 1972, Whittingham, Leibo et
Mazur ont publi¢ la premiére survie d’embryons de souris produisant une progéniture vivante.
Depuis lors, des dizaines des espéces ont été Cryo conservées avec succes par la congélation
lente, plus tard en 1983 Trounson et Moher en Australie ont signalé la naissance d’un embryon
humain congelé « Zoé » (Trounson and Mohr, 1983). La vitrification a été éclipsée par le succes
de la congélation lente jusqu'en 1985. Il n'a été appliqué cliniquement que récemment. La
vitrification donne actuellement des résultats tres satisfaisants. Lorsque la premiere vitrification
réussie d'embryons de rat a été réalisée par Rall et Fahey. La vitrification a émergé dans le
domaine de ’AMP dans les années 1990 comme alternative a la congélation lente. Actuellement.

la vitrification donne des résultats tres satisfaisants (Arav and Natan, 2019).

I11.2. Principe de la cryoconservation :

La cryoconservation doit permettre le ralentissement, voire ’arrét réversible de tous les
phénoménes biologiques. A des températures inférieures & -150 °C, les mouvements moléculaires
sont tres réduits, les réactions enzymatiques inhibées : « le temps cellulaire est suspendu » mais,
I’eau, constituant majeur des cellules, passe d’une phase liquide a une phase solide et ces
transitions peuvent détruire les cellules, soit a cause de la formation de cristaux de glace acerés,

soit a cause de perturbations osmotiques (Royere et al., 2011).
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Les processus de cryoconservation sont généralement regroupes dans les types suivants: la

congélation lente et la vitrification (Jang et al., 2017).

111.2.1. La congeélation lente (CL) :

Le principe:
Permet la cryoconservation a une vitesse lente, cette technique consiste en une déshydratation

lente et progressive de I’embryon, a température ambiante, par 1’utilisation de Cryo protecteurs a
faibles concentrations et par [’application d’une descente en température lente et
controlée(l'utilisation d'une machine de congélation programmable congue pour fournir des

parameétres de refroidissement précis et cohérents) (Mazur, 1970).

Les résultats en termes de taux de survie, de développement embryonnaire, de grossesse et
d’accouchement par cette méthode sont satisfaisants mais restent significativement inférieurs a

ceux obtenus en vitrification (AbdelHafez et al., 2010).

Avec lutilisation de la congélation ultra rapide (vitrification), cette technique n’est

pratiqguement plus utilisée en AMP (Anav et al., 2018).
111.2.2. La vitrification :

Le terme « vitrification » littéralement « transformé en verre» est défini comme le passage

d’un I’état liquide vers un état vitreux/ solide (Pegg., 2005).

La vitrification est un processus ultrarapide dans lequel un échantillon (un embryon) se
solidifie sans formation de cristaux de glace, entrainant ainsi un état amorphe vitreux apres
I’exposition a l'azote liquide de -196°C (Arav and Patrizio., 2019). Elle nécessite l'utilisation de
concentrations initiales élevées de Cryo protecteurs (CPs), de faibles volumes et de vitesses de
refroidissement-réchauffement ultra-rapides (Rienzi et al., 2016).

La vitrification est la solidification d’une solution a trés basse température sans formation de
cristaux. Cet état amorphe ou vitrifié est obtenu grace a la combinaison de CPs en concentration
élevée associée a une vitesse de refroidissement extrémement rapide (2 000 °C/min a 20 000
°C/min) (Vanderzwalmen et al., 2006).

Les résultats des expériences réalisées dans différents laboratoires ont montré que les
embryons vitrifiés au stade précoce du développement (zygote, embryon J2-J3, et blastocyste)

résistent mieux au processus de congélation/décongélation que ceux ayant été congelés par
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congélation lente (CL). Ainsi, apres vitrification et réchauffement, ils ont retrouvé d'avantage
d'embryons intacts qu'avec la CL, expliquant ainsi une augmentation significative du nombre de
grossesses apres vitrification (Al-Hasani et al., 2007), (Sifer et al., 2012), (Li et al., 2014).

Les principaux facteurs qui influencent les probabilités de vitrification sont les suivantes:

o Volume de 1’échantillon: plus le volume est bas, plus les chances de vitrification sont
grandes.

o) Taux de refroidissement: a mesure que le taux de refroidissement augmente, la chance
pour que la glace se transforme en gros cristaux diminue.

o Viscosité de I’échantillon: plus la viscosité de 1’échantillon est élevée, plus les
chances d'éviter la cristallisation de la glace sont élevées (Arav and Patrizio., 2019).

Combinant ces trois facteurs peuvent aboutir aux équation de la probabilité de vitrification:
(Saragusty and Arav., 2011).

Probabilité de vitrification = Vitesse de refroidissement x Viscosité /\Volume

Tableau. 1 : Comparaison entre les méthodes de congélation lente et de vitrification (Jang

etal., 2017)
Procédure
Caractéristique
‘ Congeélation lente H Vitrification ‘
| Temps de travail | Plus de 3 h | Rapide, moins de 15 min |
Cot Nécessi/te une maPhine de Pas/cher, aucune machine
congélation coliteuse spéciale n'est nécessaire
| Concentration de CPA | Faible | Haute |
| Viabilité aprés le dégel || Haute [ Haute |
| Risque de toxicité duCP | Faible | Haute |
| Etat du systéme || Systéme fermé uniquement|  Systéme ouvert ou fermé |
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111.2.2.1. Techniques de la vitrification :

Les techniques de vitrification peuvent-&tre classées en deux grandes catégories :

A. Systéme ouvert :

Les systémes ouverts ont été les premiers développés, 1’échantillon a vitrifier est directement
en contact avec 1’azote liquide. Ces vitesses extrémement importantes de refroidissement
permettent d’utiliser des concentrations en Cryo protecteurs moins importantes. Néanmoins, la
mise en contact direct de I’échantillon avec I’azote liquide pose le probléme de la contamination
de cet échantillon (Maris et al., 2019), cette méthode est caractérisée par graves inconvénients
(Gullo et al., 2020), I’azote liquide utilisé pour le stockage de ces échantillons n’étant pas stérile,
(Maris et al., 2019), ce dernier pouvant contenir différents microbes et virus (Anav et al., 2018),
et il existe donc un risque théorique de contamination directe ou croisée par d’autres échantillons
stockés ensemble. Toutefois, a ce jour aucune contamination n’a été rapportée dans des conditions
normales de fonctionnement. Afin de remédier a ce risque de contamination, plusieurs solutions
ont été proposées: utilisation d’azote liquide stérile, utilisation de vapeur d’azote ou encore
stérilisation par rayons ultra-violets. Les surcolts importants liés a ces alternatives ont favorise le

développement des systemes de vitrification fermés (Maris et al., 2019).

B. Systéme fermé :

L’embryon est placé dans une paillette avant d’étre plongé dans ’azote liquide afin de
s’affranchir du potentiel risque de contamination avec les systemes ouverts, les systeémes fermés
présentant une sécurité sanitaire plus importante du fait d’un contact indirect entre I’azote liquide

et I’échantillon biologique a congeler (Sifer., 2014).
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Figure. 4 : Conservation des paillettes de spermatozoides et d’embryons congelés dans
I’azote liquide. CECOS (centre d’étude et de conservation des ceufs et du sperme) du
CHU de Bordeaux

I11.3. Pimportance de la congélation embryonnaire dans le parcours d’Assistance
Meédicale a la Procréation :
Les deux principales complications de ’AMP sont les risques de grossesses multiples et le

syndrome d’hyperstimulation ovarienne (SHO).

Grace a ’AMP, la cryoconservation embryonnaire a permis d’augmenter significativement
le taux cumulatif de grossesses (pourcentage de grossesse apres le transfert d’embryons frais + le
transfert d’embryons congelés) par ponction et de limiter ainsi les grossesses multiples par les
politiques du transfert d’un seul embryon (Maris et al., 2019), et le risque de SHO (en cas de

suspicion de SHO, il préferera de différer le transfert pour le prochain cycle) (Rienzi et al., 2016).

La cryoconservation d'embryons pour la préservation de la fertilité (I'application de la FIV
avant la chimiothérapie chez une femme diagnostiquée d'un cancer du sein) (Vanderzwalmen et
al., 2006).

Chez les femmes en age de procréer, la vitrification ovocytaire est I’une des techniques les
plus utilisées pour préserver la fertilité lorsque la stimulation ovarienne est possible (Sarandi et
al., 2016).
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La congélation embryonnaire a donc pris une importance indéniable dans la qualité de la

prise en charge d’un couple infertile en AMP.

IV. Les Facteurs influencant les résultats du transfert d’embryons congelés :

Differents facteurs peuvent influencer les résultats des transferts d’embryons congelés.
Certains sont communs aux cycles frais (I’dge de la femme, le nombre d’embryons transférés) et
d’autres sont plus spécifiques aux cycles de TEC (le choix du stade de congélation embryonnaire,

la durée de congélation, les protocoles de préparation etc.).

IV.1. Age de la femme :

L’4ge de la femme au moment de la ponction ovocytaire est un parametre majeur influengant
les résultats en FIV mais également lors des transferts d’embryons congelés. Selon Salumets et al.,
2006 1’age de la femme est le facteur clinique le plus important lors d’une tentative de TEC. Avec
I’dge une diminution du taux de grossesse par transfert est observée. Rapportaient, dans une
étude, un taux de grossesse clinique par TEC de 32 % chez les femmes agées de moins de 33 ans
contre 13 % chez celles agées de plus de 38 ans (p<0,001) (Oehninger et al., 2000). De méme,
Wang et al., 2001 retrouvaient un taux d’implantation de 10,1 % versus 4 % respectivement chez

les femmes &gées de moins de 30 ans et de plus de 40 ans (Wang et al., 2001).

IV.2. Le taux de progestérone le jour du transfert :

Le rdle primordial de la progestérone (P4) dans 1’implantation et le maintien de la grossesse.
Elle permet D’activation et 1’expression de plusieurs génes permettant un dialogue entre
I’endométre et I’embryon, dans le but d’étre réceptif a I’implantation d’une grossesse 5 a 6 jours
apres I’ovulation (Acosta et al., 2000).Conformément aux fluctuations physiologiques de la P4, le
taux de P4 optimale corrélée a I'amélioration des résultats de la grossesse varie tout au long des
étapes du cycle du TEC. Dans la phase folliculaire tardive des cycles de TEC, des taux sériques
élevés de P4 ont été associés a des taux de grossesse significativement plus faibles (Racca et al.,
2018),(Lawrenz and Fatemi., 2017).Cependant, au stade mi-lutéal, des concentrations plus élevées
de P4 sont préférables pour de meilleurs résultats de grossesse (Yovich et al., 2015). C'est entre
ces deux étapes bien étudiées, le jour du transfert d'embryons, que la littérature sur I'existence
d'un seuil P4 sérique optimale devient plus rare. Alors que des issues de grossesse plus
défavorables ont déja été associées a des niveaux de P4 plus faibles le jour du TEC (Labarta et al.,

2017),(Tihomirova et al., 2018). De plus, des résultats contradictoires ont également été
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démontrés, avec des niveaux de P4 supérieur a 20 ng/ml le jour du TEC étant corrélés a des taux

de grossesse significativement plus faibles (Kofinas et al., 2015).

1V.3. La préparation de I’endométre :

Les transferts d'embryons congelés-décongelés (TEC) sont de plus en plus utilisés dans les
techniques de PMA. Depuis l'application de méthodes de cryoconservation plus efficaces. En
consequence, les protocoles de préparation de I'endomeétre ont recu une plus grande attention alors
que les cliniciens cherchent a améliorer les résultats de la grossesse. Les cycles substitués qui
incluent une préparation endométriale exogéne(Le principe de la préparation endométriale par
THS est de recréer artificiellement une maturation endométriale permettant 1’ouverture de la
fenétre d’implantation uniquement par 1’administration séquentielle exogéne d’estrogénes et de
progestérone, comme au cours d’un cycle menstruel), sont parfois nécessairement adoptés sur les
cycles naturels pour des raisons médicales, comme dans le cas d'une anovulation ou d'un don
d'ovocytes (Cédrin-Durnerin et al., 2019). Cependant, aucune différence en termes de taux de
grossesses cliniques ou de naissances vivantes n'a été rapportée chez les patientes ayant subi une
préparation endométriale au cours d'un cycle naturel ou stimulé ou avec un traitement hormonal
substitutif (THS) (Yarali et al., 2016).

Les cliniciens préférent fréquemment la préparation artificielle de 1’endométre car elle
facilite la programmation du transfert d’embryons (De plus, les cycles artificiels présentent des
avantages pratiques par rapport aux cycles naturels et peuvent étre utilisés pour faciliter un acces
rapide aux TEC pour les cliniciens et les patientes) (Van der Linden et al., 2015).

L'administration séquentielle d'cestrogénes est généralement commencée au début du cycle
pour empécher l'augmentation de l'inter cycle de 1’hormone folliculo stimulante (FSH) et la
croissance folliculaire tout en permettant la croissance de I'endometre. Une fois que I'épaisseur de
I'endométre a atteint au moins 7 mm, la progestérone est administrée 2, 3 ou 5 jours avant le
transfert d'embryon prévu, selon le stade de la cryoconservation de I'embryon. L'administration
d'cestradiol et de progestérone doit étre poursuivie jusqu'au déplacement lutéo-placentaire a
environ 3 mois de grossesse. Bien que le corps jaune sécrete d'autres hormones que I'cestradiol et
la progestérone (Paulson., 2011), ce protocole donne d'excellents résultats, notamment dans les

programmes de don d'ovules.
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1V.4. Influence de la qualité embryonnaire :

Il est largement démontré que les chances d’implantation des embryons congelés dépendent
de leur qualité avant la congélation et du nombre de blastomeres ayant survécu apres la

décongélation (Zhang et al., 2009).

La sélection d'embryons congelés décongelés est critique dans le cycle TEC. Le taux de
survie du blastomere d'embryon apres décongélation a été évalué en tant qu'indice de dommage a
I’embryon (Check et al., 2009).

Il est bien connu que seuls certains embryons Cryo conserveés restent totalement intacts apres
décongélation méme si seuls les embryons présentant le meilleur aspect morphologique ont été
congelés. D'autres embryons perdent un ou plusieurs blastomeres aprés décongélation et sont donc
qualifiés de partiellement endommagés. Les études qui ont été rapportées jusqu'a présent ont
fourni des résultats contradictoires en ce qui concerne le potentiel de développement des embryons
congelés et décongelés partiellement endommages. Certains scientifiques ont rapporté que les
embryons endommagés avaient la méme capacité a produire des grossesses que des embryons
entierement intacts (Hartshorne et al., 1999), tandis que d'autres ont rapporté un effet délétere des
dommages embryonnaires sur leur potentiel d'implantation (Burns et al., 1999), (El-Toukhy.,
2003).

La vitrification (technique de congélation <« ultra-rapide >) permet, par comparaison a la
technique de congélation lente, d’augmenter les taux de survie embryonnaire apres
réchauffement(Supérieurs a 90%), et par conséquent les chances de grossesse (Son et al., 2009),
(Loutradi et al., 2008). Cette amélioration des techniques de congélation embryonnaire par
vitrification, permet aujourd’hui d’atteindre des résultats semblables a ceux obtenus lors du

transfert d’embryons frais (Roque et al., 2013), (Rienzi et al., 2016).

Bien que le transfert d'embryons avec 50 % de blastomeéres intacts apres décongélation puisse
conduire a des grossesses réussies, la taux de grossesse était plus élevée lorsque tous les
blastomeres ont survécu (Rienzi et al., 2005),(check et al., 2009). En effet, si les embryons ont
survécu au processus de congélation-décongélation avec tous leurs blastomeéres intacts, le taux de

grossesse était comparable a celle des cycles de fécondation in vitro frais.
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IVV.5. Le choix du stade de congélation embryonnaire :

Les embryons humains peuvent étre congelés a différents stades (zygote ou 2 pro noyaux
(2PN), clives précoces, et blastocystes), car il s'avere qu'apres décongélation, le taux de survie a
ces différents stades est satisfaisant et les naissances aprées transfert possibles (Al-Hasani et al.,
2007), (Sifer et al., 2012).
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J1 (18-20h) J2 (25-27h) J2 (44-46h)

Zygote Embryon CliVé a Embryon clivé a
2 blastomeéres 4 blastomeéres
J3 (68-70h)
14 J4

Morula compactée Morula Embryon clivé a

y 8 blastomeres

J4 J4/15 15/16

Morula cavitée Jeune blastocyste (B2/B3) Blastocyste en début

d’éclosion (BS)
J5/16 J5/J6

Blastocyste éclos (B7) G s i

Figure. 5 : Phases de développement embryonnaire jusqu’au stade blastocyste. (Charlotte
M., 2017)
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1. Population cible

Il s’agit d’une étude rétrospective descriptive portant sur 421 dossiers de patientes ayant
consulté entre 2015 et 2020 au centre de procréation médicalement assisté (PMA) de la clinique
Ibn Rochd, Constantine. Toutes les patientes sont destinées a la clinique par leur médecin traitant
pour diagnostic d’infertilité. 181 patientes agées entre 20 et 44 ans et qui répondaient aux critéres
d’inclusion ont été retenues dans cette étude, Chaque patiente avait fait une tentative de FIV-ICSI

et 352 embryons congelés /décongelés ont été transferés.

2. Criteéres d’inclusion:

Sont inclus dans cette étude :

Toute patiente ayant fait une tentative de transfert des embryons congelés au stade (4
cellules ,8 cellules, blastocystes), ayant des dossiers complets et des résultats négatifs ou positifs

de vitrification.

3. Critéres d’exclusion :

Sont exclus dans cette étude :

Toutes les patientes qui n’ont pas des résultats négatifs ou positifs de vitrification (toute

patiente n’ayant pas répondu au téléphone donc absence de résultats), ou des dossiers incomplets.

4. Recueil des données :

Les données suivantes ont été recueillies a partir des dossiers :
- L’age de la femme
- Le taux de progestérone

Les paramétres du TEC
- Le nombre d’embryons transférés.
- Le nombre des blastomeres lysés par embryons clivés.
- Lejour du transfert (J2, J3, J5, J6).
- Ladurée de congélation.
- Laculture 24 h aprés décongélation
- Concernant le transfert : nombre d’embryons transférés vitrifiés et stade de
développement.

- Letraitement : la préparation de ’endometre




MATERIEL ET METHODES

La préparation endomeétriale pouvait se faire soit par un cycle naturel (sans traitement), soit
par un cycle substitué (traitement hormonal sous forme (Progynova 2mg. Utrogestan 200mg), soit
par un cycle stimulé (Gonal. Menopure. Decapeptyl. Ovitrelle), le but est de préparer la muqueuse
utérine a la nidation d’un embryon et de déterminer le moment optimal pour réaliser le transfert,

le protocole adéquat était choisi en fonction des caractéristiques de la patiente.

- Les résultats Frais /congelé: positif ou négatif, sans transfert (congeler tout)

- L’évolution de la grossesse : a terme avec naissance ou avortement

5. Techniques de PMA :

Quelle gue soit la technique de PMA, la stimulation ovarienne ou I’induction de I’ovulation
est la premiere étape déterminante. Elle permet aux équipes du centre de PMA d’obtenir chez la
femme un ou plusieurs follicules mdrs de qualité optimale. Les résultats de la procréation

médicalement assistée vont dépendre de I’efficacité de cette étape.

5.1 Technique d’ICSI :

L'ICSI est indiquée dans les situations d'infertilité masculine ou aprés des échecs de FIV
conventionnelle, qui consiste & introduire directement dans un ovule un seul spermatozoide afin de

former un embryon

-1l y'a plusieurs étapes qui sont nécessaires :

La stimulation ovarienne :

Actuellement, la grande majorité des FIV sont réalisées sur cycle stimulé. Cette étape a pour
but d'assurer le développement jusqu'a maturation de plusieurs follicules ovariens et de pouvoir
ainsi, disposer de plusieurs ovocytes. En effet, tous les ovocytes ne seront pas fécondés et tous les

embryons ne se développeront pas.

Les patientes ont subi le traitement hormonal suivant :

Les sécrétions hormonales des patientes ont été bloquées par un analogue agoniste de GnRH

(Decapeptyl) selon un protocole court ou long.

Si le protocole est long I’injection de Decapeptyl se fait soit a raison de 3.75 mg le 21™jour

du cycle précédent soit a raison de 0.1 mg pendant 14 jours a partir de 21éme jour du cycle.
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Si le protocole est court 1’injection (0.1mg) se fait a partir du 2éme jour du cycle.

La stimulation ovarienne est réalisée par FSH recombinant (Puregon 100 Ul ou gonalf 75
UI) 15 jours aprés I’injection de Decapectyl a raison de 200 mg/j si puregon ou 225 Ul/J si gonalf

dans le protocole long, et dans le 3eme jour du cycle dans le protocole court (200mg)

Le recueil des gametes

La ponction des ovocytes

Le recueil des ovocytes doit se faire 36 a 38 heures apres l'injection d’hCG. Le médecin
dirige une aiguille creuse au fond du vagin et traverse la paroi en direction des ovaires sous écho
guidage. Le contenu des follicules (ovocytes entouré de quelques cellules et le liquide

folliculaire) est aspiré. Ceci se passe habituellement sous anesthésie locale (ou générale).

Les ovocytes matures qui présentent les caractéristiques nécessaires a la mise en fécondation

in vitro sont ensuite conservés dans un incubateur a 37°C jusqu'a I'étape suivante.

Le recueil des spermatozoides

Chez I'nomme, le matin de la ponction, un échantillon de sperme du conjoint est collecté. Le
recueil des spermatozoides se fait par masturbation en laboratoire spécialisé. Le sperme est ensuite
préparé selon différentes techniques afin de sélectionner les spermatozoides mobiles ayant le

meilleur potentiel de fécondation.

Dans certains cas, les spermatozoides doivent étre prélevés par ponction ou directement par

biopsie dans les testicules le jour méme.
La fécondation par ICSI

Apres ponction, les ovocytes sont préparés. Ils sont débarrassés de la couronne de cellules
folliculaires qui les entoure. Puis, ils sont observés au microscope et seuls les ovocytes ayant

repris leur maturation et qui ont un globule polaire visible pourront étre micro-injectés.

Une fois cette étape réalisée, on sélectionne le méme nombre de spermatozoides que
d'ovocyte matures, car il faut un ovocyte pour un spermatozoide. Puis, I'ovocyte est maintenu
grace a une pipette pendant qu'un spermatozoide est injecté dedans. Cette injection est faite sous

microscope avec un grossissement de I'ordre de x200 a x400.
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Ensuite, I’ovocyte, placé dans une boite de culture, est immédiatement remis dans un

incubateur. Apres l'injection de spermatozoides.

Transfert des embryons dans I'utérus

Le lendemain de la ponction et de l'injection, les ovocytes sont examinés pour savoir s'ils ont
été fécondés. Les embryons commencent alors a se diviser de 2 a 4 cellules (J2), puis 4 a 8 (J3).
Généralement les embryons peuvent étre transférer dans l'utérus de la mére a ce moment-la mais,
de plus en plus fréqguemment, leur culture est poursuivie in vitro durant un a quatre jours
supplémentaires, c'est la culture prolongée. Ceci permet une meilleure sélection des embryons qui
favorise les chances de grossesse. Vers J5-J6, les embryons forment une cavité : c'est le

blastocyste.
La qualité morphologique des embryons est évaluée 24 heures apres la fécondation.
Un maximum de 3 embryons est transféré 2 a 3 jours apres I’ICSI.

Les embryons surnumeéraires y compris les blastocystes qui présentent critéres de

développement seront congelés.

5.2 Technique de la vitrification (la cryoconservation)

La vitrification est une techniqgue moderne de cryoconservation qui consiste a congeler les

embryons tres rapidement : la température de -196 ° C dans 1’azote liquide.

Lorsque le transfert embryonnaire de FIV (ou ICSI) est terminé, les spécialistes procédent a
la Cryo préservation des embryons dits « surnuméraires » de bonne qualité qui n’ont pas été
transférés. Ce procédé consiste a plonger les embryons dans I’azote liquide a - 196 °C afin de les
conserver en toute seécurité dans les systemes fermés, pour effectuer un nouveau transfert
embryonnaire. Lorsque le transfert en frais aura échoué, ou aura été différé ou en cas de succes de
celle-ci. La vitrification donne la possibilité de mettre en route un nouveau transfert sans repasser

par 1’étape stimulation —ponction,

Une patiente dont des embryons sont conservés ne peut pas bénéficier d’une nouvelle

tentative de FIV avant leur transfert, sauf si un probléme de qualité affecte ces embryons.
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La décongeélation des embryons

Le processus de congélation et de décongélation n’est pas adapté a tous les embryons, 11 peut
arriver que I’embryon ne survive pas a la décongélation. S’il n’est pas viable, il ne permettra pas
une fécondation. On dit alors qu’il est totalement ou partiellement lysé (observation des
dommages au niveau cellulaire). Le taux de réussite de transfert d’embryon dépend en grande
partie du pourcentage de lyse de I’embryon. Lorsqu’on observe que plus de 50 % des cellules de
I’embryon sont lysées, ils n’ont pas fait le transfert, et un embryon qui dispose d’au moins 50 %

de ses blastomeres est considérée comme transférable aprés décongélation.

Tentatives de transfert d’embryon(s) congelé(s)

En vue du TEC, chaque patiente bénéficiait d’un traitement hormonal substitutif par
I’administration d’cestrogeénes associé a une surveillance échographique. Lorsqu’une épaisseur de
I’endométre acceptable (8 mm) était atteinte, un traitement par progestérone était ajouté par voie
vaginale. Le transfert avait lieu le deuxiéme ou troisiéme jour de 1’administration de progestérone
selon le stade des embryons a transférer. Les embryons étaient décongelés le jour du transfert et
n’étaient pas sélectionnés, la décongélation des paillettes s’effectuant au hasard jusqu’a obtenir le
nombre d’embryons transférables requis pour la tentative de TEC. Les embryons étaient transférés

dans la cavité utérine a I’aide d’un cathéter.

- Le nombre d’embryons transférés par cycle de TEC variait de 1 a 3 en fonction de 1’age,
le résultat précédent et le taux de survie
Si la femme a moins de 30 ans, ils transferent 2 embryons
Si la femme est 4gée entre 30 ans et 35 ans ils transféerent 2 ou 3 embryons
Si la femme a plus de 35 ans, ils transférent 3 embryons
- Ladécongelation se fait avec un dosage de la progestérone (=7ng)
- Les embryons sont considérés vivants s’ils ont >50% de leurs blastomeres intacts.

- Le transfert a eu lieu le jour méme de la décongélation.

Dosage de (HCG ou B-HCG) Hormone Chronique gonadotrophine se fait 15 jours apres.
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6. Etude statistique:

Les données ont été collectées a partir des dossiers des patientes recrutées. Ces derniers
sont saisies et codées sur un fichier Excel 2010, pour étre par la suite traitées puis analysees a
I’aide d’un logiciel SPSS version 23 en fonction des paramétres étudiés, a savoir I’age, le
type de protocole utilisé, le taux de progestérone et nombre d’embryons transférés, résultat
du TEC.

Nous avons appliqué le test de khi 2 pour établir le lien entre les différents paramétres et
les résultats positifs et négatifs du TEC. Et I’odds ratio.

La comparaison des variables quantitatives utilise le test de Student et (Anova a un facteur) et
La présence ou I’absence de lien est déterminée par la valeur de P si :
P <0.05 la différence est significative.

P

IA

0.01 la différence est tres significative.

P

IN

0.001 la différence est hautement significative.
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> Description de la population d’étude

Notre etude épidémiologique a porté sur un échantillon de 181 patientes ayant subi un

transfert d’embryons congelés/décongelés.

1. Répartition des cas en fonction de ’age

La moyenne d’age des patientes est de 31+ 4,5 ans avec un age minimum de 20 ans, et
un maximum de 44 ans. La figure.1 montre que la tranche d’age inférieur a 35 ans represente le
pourcentage le plus élevé avec 72,9%, suivie par la tranche d’age de 35 a 40 ans avec un taux de

23,8 % et I’age supérieur a 40 ans représente le pourcentage le moins élevé soit 3,3%.

Effectif
80

70
60
50
40

72,9 %

30 238 %
20

10 3.3%
0 —
<35 [35-40] >40

Age(Ans)

Figure. 6 : Répartition des cas en fonction de I’age.

2. Résultats du TEC :

Parmi les patientes destinés a faire un TEC, nous avons étudié les résultats de 181 patientes.
Parmi les 2321 ovocytes collectés, 1408 ovocytes matures ont été obtenus, 608 embryons ont été
congelés, 455 embryons été ont décongelés, 382 embryons ont été transférés, 73 embryons lysés et
153 embryons ont resté congelés (Tableau.2).
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Tableau. 2 : Paramétres biologiques

Parameétres Nombre Moyenne + Ecart type
Ovocytes 2178 12,5 £5,6
Ovocytes matures 1280 73,3
Embryons congelés 608 34+1,9
Embryons décongelés 455 25+ 0,8
Embryons lysés 71 0,4+ 0,7
Embryons transferés 382 2,1+06
Embryons restant congelés 153 0,8 +1,6

3. Reépartition des patientes en fonction du type de protocole utilisé

La répartition des patientes en fonction du type de protocole utilisé, consignée dans le

tableau.2 montre une prédominance du cycle substitué avec un pourcentage de 88,4 %, suivie du

cycle naturel avec 11,6 %.

Tableau. 3 : Répartition des patientes en fonction du type de protocole utilisé

Protocole Fréquence Pourcentage(%bo)
Cycle substitue 160 88,4
Cycle naturel 21 11,6
Total 181 100
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4. Repartition des patientes selon la durée de congélation

Le tableau .3 montre que la durée de congélation et de décongélation des embryons entre 3 et
6 mois représente le pourcentage le plus élevé dans notre échantillon avec 33,1 %, suivie par la
durée de 6 a 12 mois avec un pourcentage de 29,3%, puis inférieur a 3 mois avec 18,8 % et celle

de13-19 mois représente le pourcentage le moins élevé soit 4.4%.

Tableau. 4 : Distribution des patientes selon la durée de congélation

La durée (Mois) Fréquence Pourcentage(%b)
<3 34 18,8
3-6 60 33,1
6-12 53 293
13-19 8 4.4
>19 26 14,4
Total 181 100

5. Répartition des patientes en fonction du taux de progestérone le jour
du transfert

Le tableau.4 montre que 104 patientes soit 80 % représentent le pourcentage le plus élevé
avec un taux de progestérone supérieur a 8 ng/ml, contre 26 patientes soit 32,6 % avec un taux de

progestérone inférieur ou égale 8 a ng/ml.
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Figure. 7 : Répartition des patientes en fonction du taux de progestérone le jour du transfert

6. Répartition des patientes selon le nombre de blastomeres lysés
par embryons cliveés et les résultats du TEC

Le tableau.7 montre que 117 cas avec embryons entierement intacts (un taux de survie de
100%) représentent le pourcentage le plus élevé avec (72,7 %) apres décongélation, suivis de 29
et 15 cas ayant des blastomeres lysés (un , deux ou trois blastomeéres en lyse) soit 18 % , suivis par
15 cas avec la perte de moitié des blastomeres soit 9,3%.

Tableau. 5 : Distribution des patientes selon le nombre de blastoméres lysés par embryons

clivés
Le nombre de blastomeres lysés par Frequence Pourcentage (%)
embryons clivés (%)
0 117 72,7
25 29 18
50 15 9,3
Total 161 100




\ RESULTATS

7. Répartition des patientes en fonction des resultats avant congelation
(frais)

Parmi les 181 cycles de tentative FIV-ICSI, 38 cycles soit 21 % représentent des résultats

positifs et 142 cycles soit 78,4 % représentent des résultats négatifs et un cas n’avait pas de

transfert soit 0,6 %.

Tableau. 6 : Répartition des patientes en fonction des résultats avant congeélation

Résultat Fréquence Pourcentage(%bo)
Négatif 142 78,4
Positif 38 21

Sans transfert 1 0,6
Total 181 100

8. Distribution des patientes selon le nombre d’embryons transférés

Le transfert de 2 embryons représente le taux le plus élevé avec 107 cas soit 59,1 %, suivi du
transfert de 3 embryons avec 47 cas soit 26 %, ainsi que le transfert d’un seul embryon représente

le taux le plus bas avec 27 cas soit 14,9 % (Figure.8).

Effectif
70

60

50

40

30 26%

20 14,9%

10 i
0

1 2 3

59,1%

Nombre d’embryons transférés

Figure. 8 : Distribution des patientes selon le nombre d’embryons transférés
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9. Distribution des patientes selon le jour du transfert apres

décongélation

Concernant le jour du transfert d’embryons apres décongélation, 104 patientes ont eu un

transfert d’embryons le troisiéme jour (57,5%), suivis de 57 patientes ont subi un transfert des

embryons le deuxieme jour

(31,5%), 17 patientes ont eu un transfert le cinquieme jour et

seulement 3 patientes le sixieme jour (1,7%).

Effectif
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31,5%
9,4 %
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Jour 2 Jour 3 Jour 5 Jour 6 Jour du Transfert

Figure. 9 : Distribution des patientes selon le jour du transfert

10. Distribution des patientes selon la culture 24 heure (h)

Le tableau.10 montre que 177 patientes soit 97,8% n’ont pas eu une culture de 24 heures,

contre 4 cas soit 2,2% ont eu une culture de 24 h.
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Non
97,8%

Figure. 10 : Distribution des patientes selon la culture 24 h

11. Répartition des patientes selon les résultats du transfert d’embryons

congelés (TEC)

Parmi les 181 cycles du TEC, 38 cycles soit 21 % représentent des résultats positifs et 143

cycles soit 79 % représentent des résultats négatifs.

Le taux cumulatif de grossesse c’est de 42,1%

Tableau. 7 : Répartition des cas en fonction des résultats TEC

Résultats TEC Fréquence Pourcentage(%o)
Négatif 143 79
Positif 38 21

Total 181 100

34

——

'
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79%

M Négatif
M Positif

Figure. 11 : Répartition des cas en fonction des résultats du TEC

12. Répartition des résultats positifs en fonction du développement de

grossesse

Parmi les 38 cycles du TEC, dont le résultat est positif, 22 naissances ont été obtenues soit

57,9 % ,16 ont subi des avortements soit 42,1 %.
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42,1%

57,9% H Avortement

® Naissances

Figure. 12 : Répartition des résultats positifs en fonction du développement de grossesse

13. Répartition des naissances en fonction du nombre d’enfants

Sur les 29 naissances obtenues, 14 naissances sont issues de grossesses gémellaires (48,3%)

et 15 naissances mono feetales (51,7%).

B ‘

Figure. 13 : Répartition des naissances en fonction du nombre d’enfants

i Naissances gémellaires

E Naissances mono foetales

48,3%

36
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14. Lien entre I’age et les résultats du TEC

Les résultats du TEC liés a I’age de la population étudiée indiquent que les patientes
inférieure a 35 ans ont un taux de grossesse du TEC soit 26,6%, les patientes qui ont un age
entre 35 et 40 ans ont un taux de grossesse soit 10,6% du TEC, et les patientes qui ont un age

supérieur a 40 ans ont un taux (0%) de réussite du TEC.

Le tableau montre une différence tres significative entre les tranches d’age et les

résultats du TEC P=0,01.

Tableau. 8 : Lien entre I’age et les résultats du TEC

les tranches <35 [35-40] >40 Vglesr
e
d’age et les
résultats du Fréquence Fréquence(%o) Fréquence(%o)
TEC (Pourcentage%o)
Négatif 91 (73,4) 42 (89,4) 10 (100) 001
Positif 33 (26,6) 5 (10,6) 0 (0)
Total 124 (100) 47 (100) 10 (100)
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15. Distribution des résultats des paramétres biologiques par tranche d’age

Le tableau. 9 montre une prédominance du nombre d’ovocytes récupérés, matures,
nombre d’embryons congelés, décongelés, transférés dans la tranche d’age inférieur a 35 ans

en comparaison avec les autres tranches d’age.

Une diminution a été observée du nombre d’ovocytes récupérés, d’ovocytes matures,
du nombre d’embryons congelés, décongelés, transférés, et taux de grossesse chimique avec

I’augmentation de 1’age.

Il existe une différence tres hautement significative entre les tranches d’ages, nombre

d’ovocytes récupérés, et le taux de grossesse chimique, p<0,005.

Il n’y avait pas de différence significative entre les groupes d’adge avec le nombre

d’embryons congelés, décongelés, p >0,05.

Tableau. 9 : Distribution des résultats des parametres biologiques par tranche d’age
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Les caracteéristiques <35 N =124 [35-40] N=47| >40 N =10 P- value
Nombre d’ovocytes réCupérés 1605 503 70 A** B** C*
D**
N=2178 13,669+5,5123 10,702+5,4570 72,5820
Nombre d’ovocytes matures 918 309 53 A, B* C,D
N=1280 7,403+3,2207 6,574+3,7460 | 5,300+2,4060
Nombre d'embryons congelés 459 120 29 A* B, C,D*
N =608
Nombre d’embryons décongelés 326 109 20 A* B, C,D
N =455
Nombre d'embryons viables aprés 267 98 17 A, B* C,D
décongélation (transférés) N =382
Nombre 1 16 p-16 Emb 7p - TEmb 4p-4Emb
d'embryons
transferes 2 73 p - 146 Emb 29p -58Emb |5 p - 10 Emb
3 35p -105Emb 11p - 33Embr |1 p-3Embr
Taux de grossesse biochimique 26,61% 10,63% 0% A*, B*, C, D**
(33/124) (5/47) (0/10)

- A=<35 v [35-40]

- B=<35v >40

- C=[35-40] v >40

- D =<35 v[35-40] v >40

*<0,05
**<0,05

P : patiente

Emb : Embryon

'
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16. Lien entre les 2 protocoles et les résultats du TEC

Les résultats du TEC liés au protocole de préparation de I’endométre indiquent que les
patientes ayant un cycle naturel ont un taux de grossesse soit 33,3 % et les patientes qui ont subi

un cycle substitué ont un taux de grossesse de 19,4%.

Le tableau montre qu’il n’existe aucune différence significative entre les 2 protocoles et les
résultats du TEC, P =0,1.

Tableau. 10 : Lien entre les 2 protocoles et les résultats du TEC

les 2 protocoles Cycle naturel Cycle substitué Valeur de P
et les résultats
duTEC Fréquence(%o) Fréquence (%)
Négatif 14 (66,67) 128 (80,6)
0,1
Positif 7 (33,33) 31 (19,4)
Total 21 (100) 159 (100)
Odds ratio 0.4844
95 % CI: 0.1803 to 1.3016
z statistic 1.437

Significance level | P =0.1506

(OR-0,48, C195 % 0,18 - 1,30 ; p value = 0,15)

17. Lien entre la durée de congélation et les resultats du TEC

Les resultats du TEC liés a la durée de congélation de la population étudiée indiquent que la
duree entre 13 et 19 mois représente un taux de grossesse de 25 %, les patientes ayant une durée

de congélation inférieure a 3mois ont un taux de grossesse de 23,5%.
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Le tableau montre qu’il n’existe aucune différence significative entre la durée de congeélation
et les résultats du TEC, P =0,9.

Tableau. 11 : Lien entre la durée de congélation et les résultats du TEC

la durée de <3 mois 3-6 mois 6-12 mois 13-19 mois >19 mois Valeur de P
congélation et
les resultats | Erequence | Fréquence | Fréquence Fréquence Fréquence
du TEC (%) (%) (%) (%) (%)
Négatif 26 (76,5) 47 (78,3) 42 (79,2) 6 (75) 22 (84,6) -
Positif 8 (23,5) 13 (21,7) 11 (20,8) 2 (25) 4 (15,4)
Total 34 (100) 60 (100) 53 (100) 8 (100) 26 (100)

18. Lien entre le taux de progestérone

résultats du TEC

le jour du transfert et les

Le tableau.16 montre que les patientes avec un taux de progestérone le jour du transfert

inférieur ou égal a 8ng/ml représente 11,5% de résultats positifs du TEC, et 18,3% de résultats

positifs chez les patientes ayant un taux de progestérone supérieur a 8 ng/ml.

Il n’existe pas une différence significative entre le taux de progestérone le jour du transfert
et le résultat du TEC, P = 0,07.
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Tableau. 12 : Lien entre le taux de progestérone le jour du transfert et les résultats du TEC

Taux de <8 >8 Valeur de P
progestérone et les
résultats du TEC | Fréquence(%) Fréquence(%)
Négatif 23 (88,5) 85 (81,7)
0,07
Positif 3(11,5) 19 (18,3)
Total 26 (100) 104 (100)

19. Lien entre le nombre d’embryons transférés et les résultats du
TEC

Les chances de grossesses de résultats du TEC augmentent significativement avec le nombre
d’embryons transférés allant de 7,4% avec un seul embryon jusqu’a 19,6% avec 2 embryons, et
31,9% chez les patientes ayant subi un transfert de 3 embryons.

Le tableau montre une différence significative entre le nombre d’embryons transférés et les
résultats du TEC, P = 0,03.
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Tableau. 13 : Lien entre le nombre d’embryons transférés et les résultats du TEC

Nombre d’embryons 1 embryon 2 embryons 3 embryons Valeur de P
transférés et les
résultats du TEC
Fréquence(%o) Fréquence(%o) Fréquence(%o)
Négatif 25 (92,6) 86 (80,4) 32 (68,1)
0,03
Positif 2 (7,40) 21 (19,6) 15 (31,9)
Total 27 (100) 107 (100) 47 (100)

20. Lien entre le jour du transfert et les résultats du TEC

Les résultats liés au jour du transfert d’embryons de la population étudiée indiquent que le

jour 5 représente le pourcentage le plus élevé de résultats

représente 20,8% de résultats positifs et le jour 2 représente 22,8 % de résultats positifs.

positifs avec 23,5%,

le jour 3

Il n’existe aucune différence significative entre le jour du transfert et résultats du TEC P =

0,9.
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Tableau. 14 : Lien entre le jour du transfert et les résultats du TEC

Jour du transfert Embryons Embryons lysés La lyse (%0) Taux de survie
décongeleés (%)
J2 150 28 18,42 81,58
J3 264 35 13,20 86,80
J5 34 17,64 82,36
J6 7 28,57 71,43
Total 455 71 15,50 84,50
le jour du Jour 2 Jour 3 Jour 5 Jour 6 Valeur de P
transfert et les
résultats du Fréquence(%) | Fréquence(%) | Fréquence(%) | Fréquence(%o)
TEC
Négatif 44 (77,2) 83 (79,8) 13 (76,5) 3 (100)
0,7
Positif 13 (22,8) 21 (20,2) 4 (23,5) 0 (0)
Total 57 (100) 104 (100) 17 (100) 3 (100)

'
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21. Lien entre la culture 24 heure et les résultats du TEC

Le tableau montre que les 4 patientes ayant subi une culture 24 h présentent un taux de
réussite (100%) contre (19,2%) qui n’ont pas fait de culture.

Il existe différence hautement significative entre la culture 24 h et les résultats du TEC, P =
0,000.

Tableau. 15 : Lien entre la culture 24 h et les résultats du TEC

Culture 24 h Non Oui Valeur de P
et les résultats du
TEC Fréquence(%) Fréquence(%)
Négatif 143 (80,8) 0 (0)
0.000

Positif 34 (19,2) 4 (100)

Total 177 (100) 4 (100)
Odds ratio 37.4348
95 % Cl: 1.9685 to 711.8999
Z statistic 2.411

Significance level P =0.000

(OR-37,43,CI95% 1,9 - 1,8 ; p value = 0,000)
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22. Lien entre le nombre de blastomeéres lysés par embryons clivés et les
résultats du TEC

Le taux de grossesse est élevé chez les patientes qui ont eu O blastomere en lyse aprés
décongélation avec un pourcentage de 24,8%, par rapport aux patientes qui ont eu 1, 2 ou la

moitié des blastomeres lyses soit 13,8% et 6,7 % respectivement.

Le tableau montre qu’il existe une différence significative entre le nombre de blastomeres

lysés par embryon et les résultats du TEC, P =0,05.

Tableau. 16 : Lien entre le nombre de blastomeéres lysés par embryons clivés et les résultats

du TEC
Le nombre de 0% 250 50% Valeur de P
blastomere lysés par
embryons clivés et Fréquence(%6) Fréquence(%o) Fréquence(%o)
les résultats du
TEC
Négatif 88 (75,2) 25 (86,2) 14 (93,3) 0,05
Positif 29 (24,8) 4 (13,8) 1(6,7)
Total 117 (100) 29 (100) 15 (100)
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Au terme de cette ¢tude, nous avons tenté d’élucider les facteurs influencant la
réussite du transfert d’embryons congelés (TEC), obtenus par FIV-ICSI et qui ont été congelé
par la technique de vitrification, cette derniére est réalisée par une manipulation tres précise,
pour congeler les éventuels embryons surnuméraires issues de la FIVV-ICSI, pour augmenter
les chances de procréation des couples infertiles. Au total 181 dossiers de patientes infertiles
ont été explorés, les embryons utilises ont été congelés (vitrifiés) et réchauffés entre 2015 et
2020.

La congélation lente était la premiére technique utilisée pour congeler les embryons
dans la clinique de chirurgie et des sciences de la reproduction Ibn rochd (CCSR)
Constantine. Une étude menée au centre de CCSR Ibn rochd en 2014 essayant de comparer
entre la technique de la vitrification et la congélation lente, montrent un taux élevé de
grossesse, taux d’implantation et taux de survie de la vitrification avec (22% vs 14,28%),
taux d’implantation (13,79%vs 8,43%). A partir de cette étude, ils ont adopté la technique de
vitrification en 2013 et arréter la congélation lente. La clinique déclare la premiére naissance
en Algérie par la congélation lente et la vitrification en 21 Aout 2006 et le 05 Septembre

2013 respectivement (Annexe.1).

Les résultats en termes de taux de survie, de développement embryonnaire, de
grossesse et d’accouchement par la congélation lente sont satisfaisants mais restent

significativement inférieurs a ceux obtenus en vitrification (AbdelHafez et al., 2010).

Avec I’utilisation de la congélation ultra rapide (vitrification), la congélation lente
n’est pratiquement plus utilisée en AMP(Anav et al., 2018) car elle est lente nécessitant
beaucoup de temps environ 3 heures de préparation pour congeler les embryons, nécessite
une machine colteuse et conduit a la formation de cristaux de glace qui peuvent étre délétere
pour I’embryon en comparaison avec la vitrification( refroidissement extrémement rapide
apres I’exposition a I’azote liquide -196 °C entrainant un état amorphe évitant la formation de

cristaux de glace ) qui ne dure que 15 minute.

L’age de la femme au moment de la ponction ovocytaire est un parametre majeur
influencant les résultats en FIV mais également lors des transferts d’embryons congelés.
Selon Salumets et al., 2006 1’age de la femme est un facteur clinique déterminant lors d’une

tentative de TEC. Avec I’age une diminution du taux de grossesse par transfert est observée.




DISCUSSION

Lors de la réalisation de ce travail, nous avons observé une fréquence élevée de transfert
d’embryons congelés (TEC) dans la tranche d'adge inférieure a 35 ans de 72, 9 %, ce qui révele
une importante fréquence de cette derniere dans le TEC. Car c’est la catégorie qui se dirigent
le plus souvent vers les techniques de PMA et qui ont une meilleure réserve ovarienne avec
une bonne qualité, suivie par la tranche d’age de 35 a 40 ans et supérieure a 40 ans avec un
pourcentage de 23,8 % et 3,3% respectivement, cela était expliquer par la diminution du taux
d’ovocytes et d’embryons chez les patientes supérieure a 40 ans. Nos résultats concordent

avec ceux de la littérature (Lin et al., 2020).

Parmi les 181 cycles du TEC étudiée, 38 grossesses ont été obtenu, dont 22 naissances
vivantes, 16 avortements. L'age de ces patientes est compris entre 20 et 44 ans. Nos résultats
ont montré qu'avec l'augmentation de I'age, le taux de grossesse diminuait significativement P
=0,01.

Nos resultats rejoignent ceux de Wirleitner et al., 2016 qui montre que chez les
patientes répartis en 3 groupes selon 1’age féminin : 18-35, 36-39 et 40-44 ans, les taux de
natalités vivantes (TNV) les plus faibles ont été observés chez les femmes agées de 40 a 44

ans.

Nos résultats sont en accords avec 1’étude de lin et al, avec des valeurs supérieures aux
notres a des taux de 51,15%, 43,86%, 41,64%, 25,67% et 15,58 % chez les femmes agées de
(<30), (30 -34), (35-37), (38-40) et (41-43) ans, respectivement, malgré des taux comparables
de transfert d'embryons morphologiquement de bonne qualité dans tous les groupes d'age de
I’é¢tude. Leurs résultats suggerent que la stratégie de congélation complete peut étre une
approche viable pour les femmes souffrant d'infertilité quel que soit leur &ge(Lin et al., 2020).
Certains émettant I'nypothese que le processus de congélation peut servir a filtrer les
embryons de mauvaise qualité incapables de survivre au processus de décongélation (Shih et
al., 2008).

L’¢étude de Pan, Hao et al., 2020 montre que toutes les femmes incluses étaient
agées de moins de 35 ans. lls ont encore évalué I'effet du jeune age sur le TNV, dans le but
d'éliminer I'effet de I'dge sur l'issue de la grossesse des femmes de moins de 35 ans. Les
résultats de cette étude n'‘ont montré aucune corrélation entre I'age et TNV chez les patientes
de moins de 35 ans. L'age de la femme était un facteur critique dans la prédiction du TNV

apres TEC. Une étude a montré que la qualité des ovocytes est médiocre chez les femmes de
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plus de 35 ans et que ce groupe d'age a des taux de grossesse en cours et de grossesse clinique

inférieurs a ceux des femmes plus jeunes.

Nos résultats montre que plus la femme est jeune, plus il y a d’ovocytes récupérés,
d’ovocytes matures, d’embryons obtenus (congelés/décongelés) et plus le taux de grossesse

est élevé.

Le taux de grossesse global était de 21% dans notre échantillon, nos résultats
rejoignent ceux de la littérature (Liu et al., 2019), (Van Landuyt et al., 2013) qui indiquent un
taux de grossesse clinique de 22,95% et un taux d’implantation de 20,7% respectivement, et le
taux cumulatif de grossesse (taux de grossesse avant congélation et apres la décongélation) est
de 42, 1%.

Pour les TEC, la préparation de I’endométre pouvait se faire par soit un cycle naturel
soit par un cycle stimulé (Gonal, menopur, decapeptyl, ovitrelle), soit par un traitement
hormonal substitutif (cycle substitué : progynova 2 mg et utrogestan 200 mg). Presque 87,8
% de nos patientes ont subi un traitement par cycle substitué, ce taux plus élevé peut
s’expliquer par la facilité de son utilisation, le cout qui n’est pas cher (économique) et dans
le but de synchroniser la fenétre d’implantation avec 1’embryon, contre 11,6 % de cycle
naturel. Nos résultats ne sont pas concordant avec I’étude de Pan , Li et al., 2020 qu’
indiquent que les patientes ont subi 75,2 % de cycle naturel et 25,8 % de cycle substitué.
Le cycle naturel a été considéré comme le choix optimal. Si le cycle naturel ne permettait pas

une bonne préparation, un cycle artificiel était utilisé lors du cycle menstruel suivant.

Une étude faite en chine chez les patientes dont 1’dge maternel est avancé (AMA)
montre que 78 ,33% des patientes ont subi un cycle substitué, 17 % pour un cycle naturel et
8,31 % pour le cycle stimulé. Ce qui rejoint nos résultats. Le choix entre les 3 protocoles se

fait essentiellement en fonction de la qualité de 1’ovulation de la patiente (Liu et al., 2019).

Nos résultats ont montré qu'il n'y a aucune différence significative entre les deux
protocoles en termes de taux de grossesse, mais nous constatons un taux de grossesse plus
élevé chez les patientes ayant un cycle naturel. Nos résultats sont en accord avec 1’étude de
Pan, Li, et al 2020 qui ont montré que le protocole du cycle naturel a donné des endométres
plus épais, un taux d'implantation plus élevé que le THS. Le protocole du cycle naturel était le
meilleur protocole de préparation de I'endometre pour le transfert d'embryons congelés.
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Levron et al., 2014 ont effectué une analyse rétrospective portant sur 1 235 cycles du
TEC au stade de clivage et ont constaté que le cycle naturel produisait une épaisseur
endométriale, un taux d'implantation et un taux de grossesse clinique plus élevés que le cycle
THS. D’autres études ont constaté que par rapport au cycle THS, le cycle naturel a montré
une tendance a des taux de naissances vivantes plus élevés, mais la différence entre les deux
groupes n'était pas statistiquement significative(Kawamura et al., 2007),(Hancke et al., 2012).
L’¢étude de Pan, Hao et al., 2020 a montré que le TNV des cycles naturels était plus élevé
que celui des cycles artificiels, et que la différence était statistiquement significative (54,9 vs
47,4% P = 0,048).

Une autre analyse rétrospective a montré que le cycle naturel de I'embryon congelé au
stade du clivage était associé a un TNV plus élevé que le cycle avec traitement hormonal
substitutif (Guan et al., 2016).

De plus, la plupart des études disponibles a I'neure actuelle documentent qu'il existe
un manque de preuves pour soutenir qu'une méthode de préparation de l'endometre est
supérieure aux autres. Une récente étude a également révélé que chez les femmes agées de 38
ans ou plus, le choix des protocoles de préparation de I'endomeétre peut dépendre sur les
conditions spécifiques individuelles parce que les protocoles de préparation de I'endometre
n'affectent pas les résultats du TEC (Liu et al., 2019). En revanche, certaines études publiées
présentent des résultats différents, Saito et al., 2019 ont constaté que le taux de grossesse et le
taux de naissances vivantes dans les cycles de THS étaient significativement supérieurs a
ceux des cycles naturels. L’étude de Zheng et al., 2014 ont démontré que les patientes
subissant un cycle de THS obtenaient un taux d'implantation et un taux de grossesse clinique

plus élevés que les patientes subissant le cycle naturel.

La préparation de I'endométre est I'une des étapes les plus importantes pour assurer le
succes du TEC. Plusieurs études ont démontré que les taux sériques élevés de 1'cestradiol ( E2)
pouvaient endommager l'endometre et raccourcir la fenétre d'implantation disponible et
inhiber I'implantation d'embryons dans I'endometre (Ma et al., 2003). L'cestradiol exogéne a
été utilisé dans les cycles THS, et les niveaux d'E2 de I'endometre exposé dans les cycles de
THS etaient plus élevés qu'ils ne I'étaient dans le cycle naturel (Fritz et al., 2017). Cette
différence a indiqué que le taux d'implantation des embryons congelés a été influencé dans le
cycle THS.
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Le taux de progestérone est mesure chez 130 patientes le jour du transfert. Nous avons
remarqué une fréquence ¢élevée de transfert d’embryons congelés (TEC) dans les patientes
ayant un taux de progestérone supérieur a 8 soit 80%, car la progestérone est un indicateur
sur la fenétre d’implantation et des issues de grossesse plus défavorables ont déja été

associees a des niveaux de P4 plus faibles le jour du TEC (Labarta et al., 2017).

Nos résultats montrent que les patientes avec un taux de progestérone le jour du
transfert inférieur ou égal a 8ng/ml représente 11,5% de résultats positifs du TEC, et 18,3%
de résultats positifs chez les patientes ayant un taux de progestérone supérieur a 8 ng/ml.
Récemment, une étude prospective a montré que les patientes avec une P4 sérique < 9,2 ng/ml
le jour du transfert avaient un taux de grossesse en cours significativement plus faible dans les
cycles de préparation d'endometre artificiel, avec un seuil optimal de 11 ng/mL. (Labarta et

al., 2017), ce qui rejoignent nos résultats.

Ces résultats indiquent que la progestérone sérique, mesurée le jour du transfert

d'embryons, pourrait étre utilisée pour la prédiction d'une implantation réussie.

Les études de Basnayake et al., 2018 et Gaggiotti et al., 2019 ont montré que le TNV
diminuent pour des valeurs de progestéronémie inférieures respectivement a 15 ng/mL et a

10,64 ng/mL ainsi que I’étude de Alsberg et al., 2018 a suggéré aussi ce seuil a 11 ng/mL.

La vitrification nous a permis de préserver les embryons et de les rendre disponibles a
I’avenir. Les embryons évolutifs “restants” aprés un transfert suite a une FIV peuvent étre
congelés décongelés dés leur deuxiéme jour a leur sixiéme jour de développement, dans
notre échantillon les embryons sont congelés dans le stade de clivage (le 2°™ 3eme

ou au jour),

et le stade blastocyste (au 5™ ou 6™ jour).

Nous avons observé une fréquence élevée de transfert d’embryons congelés (TEC)
au stade précoce clivé avec un pourcentage de 57,5 % et 31,5 % le jour 3 et jour 2
respectivement au centre Ibn rochd indiquant 1’activité de laboratoire, contre 9,4 % au stade
blastocyste, car 1’embryon se développe mieux dans I'utérus par rapport a la culture de
laboratoire. Nos résultats sont cohérents avec I’étude de lieu et al., 2019 qui indique que 68,9
% des patientes ont fait le transfert dans le stade de clivage versus 31 % qui ont fait le
transfert dans le stade blastocyste, ainsi que I’étude de wang et al., 2021 qui montre un taux
de(63,48% en =j3),(10,49 % = j5) et (26 % = j6).
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Le taux de survie des embryons était de 84,5 % (382 embryons intacts sur 455
embryons décongelés). Les 181 cycles du transfert d'embryons ont été effectués (nombre
d’embryons transférés = 382), de légeres différences dans le taux de survie ont été trouvées
81,5 % pour le jour 2, 86,8 % pour le jour 3, 82,3 % pour le jour 5 et 71,4 % pour le jour 6.
Ces résultats sont en accord avec 1’étude de Cobo et al., 2012. Cependant, il convient de
souligner que nous avons observé des différences dans les taux de survie liés au stade de
développement des embryons. Selon nos données, les embryons au stade clivé ont atteint le
taux de survie le plus élevé et le taux de grossesse par cycle de réchauffement était de 22,8
%, 20,2%, 23,5 % et 0 % respectivement. Ce résultat contraste avec les rapports de 1’étude de
Cobo et al., 2012 qui ont révélé que les blastocystes expansés au jour 5 ou au jour 6 ont
atteint le taux de survie le plus élevé avec 94,9% le jour 2, 94,2% le jour 3, 95,7% le jour 5,
97,6% le jour 6. Ces résultats peuvent étre dues au fait que ce dernier groupe est composé
principalement de receveurs d'ovocytes de donneuses et le taux de grossesse est de (J2= 35,5
%. J3=41,7 %. J5=32,6%. J6 =38,1%).

Le taux de grossesse est plus ¢élevé au stade du blastocyste qu’au stade clivé, nos
résultats sont en accords avec I’étude de glujovsky et al., 2013 qui ont suggéré que le
transfert des embryons au stade des blastocystes est le meilleur stade au plan biologique pour
que les embryons soient placés dans ['utérus, car les stades antérieures se situent
naturellement dans les trompes de Fallope et une culture plus longue en laboratoire peut
donner au embryologiste une meilleure capacité a sélectionner le (s) embryon(s) de meilleure

qualité pour le transfert.

Le transfert de deux embryons est plus fréquent dans notre échantillon 59,1 %,
comparant au transfert de 3 embryons soit 26 % et 14,9 % pour le transfert d’un seul
embryon. Nos résultats sont en accord avec I'étude de Pan et Hao et al., 2020 avec une
prédominance du transfert de 2 embryons, soit 96,6%. Une autre étude a montré que le
nombre d’embryons transférés n’était pas supérieur a 2 chez tous les patientes (Liu et al.,
2019). Nos résultats ne concordent pas avec 1’¢tude de Maris et al., 2019 qui montrent que
dans le groupe « embryons vitrifiés » 52% des transferts ont concerné un seul embryon et

48% pour deux embryons.

Faire transferer deux embryons augmentera les chances de devenir enceinte, par

rapport aux 3 embryons en raison des risques de grossesses multiples. Le choix du nombre
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d’embryons a transférer est donc une décision partagee entre le couple et le spécialiste en

médecine de la reproduction.

Nos résultats montrent que les chances de grossesse de résultats du TEC augmentent
significativement avec le nombre d’embryons transférés allant de (7,4 %) avec un seul
embryon jusqu’a (19,6 %) avec 2 embryons, et (31,9 %) chez les patientes ayant subi un
transfert de 3 embryons, il existe une différence significative entre le nombre d’embryons
transférés et les résultats du TEC, P = 0,03 ce qui rejoignent 1’étude de Pan et Hao et al.,
2020 qui ont observé une différence statistiquement significative dans le taux de natalités
vivantes entre le TEC avec un embryon congelé transféré et TEC avec deux embryons (53,3
vs 32,3% P = 0,015).

Nos résultats montrent que 117 cas avec embryons entiérement intacts (un taux de
survie de 100%) représentent le pourcentage le plus élevé avec (72,7 %) aprés décongélation.
Ce qui concorde avec I’étude de Van Landuyt et al.,, 2013 qui donne un pourcentage
d'embryons entiérement intacts de 77,5% au jour 3 et qui révele que 1’obtention d'embryons
entierement intacts est une condition préalable a un programme de cryoconservation optimal,
qui est plus susceptible de se produire apres la vitrification.

Le taux de grossesse est élevé chez les patientes qui ont eu O blastomére en lyse
apres décongélation avec un pourcentage de 24,8%, par rapport aux patientes qui ont des
embryons avec des blastomeéres lysés 1, 2 soit (25%) ou la moitié soit (50%) des blastomeéres
lysés soit 13,8% et 6,7 % respectivement. il existe une différence significative entre le

nombre de blastoméres lysés par embryons clivés et les résultats du TEC, P =0,05.

Les patientes qui ont des embryons avec une perte de blastomere possédent un taux
de grossesse chimique inférieur a celui des patientes qui ont des embryons entiérement

intacts. Nos résultats concordent avec 1’étude de wu et al., 2018.

Dans la méme étude portant sur 12 105 cycles de transfert d'embryons congelés au
stade du clivage, ils ont constaté que le transfert d'embryons avec des embryons endommagés
était associe a des taux inférieurs d'implantation, de grossesse clinique, de grossesse en cours
et de naissance vivante par rapport au transfert d'embryon intact. Le taux d'implantation était
significativement plus élevé dans le groupe d’embryons intacts que dans le groupe avec des
blastoméres lyses (21,8 % vs 12,7 %, p < 0,001). De plus, le groupe dembryons intacts
présentait des taux plus élevés de grossesses chimiques (42,0 % contre 25,5 %, p < 0,001), de
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grossesses cliniques (36,7 % contre 21,9 %, p <0,001), de grossesses en cours (31,6 % contre
18,7 %, p < 0,001) et naissances vivantes (30,1 % contre 18,0 %, p < 0,001) par cycle de
transfert que le groupe avec perte de blastomere(Wu et al., 2018).

Nos résultats ne concordent pas avec I’étude de Van Landuyt et al., 2013 qui montre
que le nombre de cellules perdues n'a aucun impact sur son potentiel d'implantation. Les taux
d'implantation d'embryons avec 0, 1 ou 2 cellules endommagees étaient respectivement de 20
% (n=50), 21 % (n=5) et 27 % (n = 4) apres vitrification. Cette étude a également montré
qu'une fois qu'un embryon survivant présente une reprise de la mitose apres décongélation, il
n'y avait ni impact du stade cellulaire a la cryoconservation, ni des dommages cellulaires sur

sa capacité d'implantation.

Cependant, Une autre étude n'a rapporté aucune différence significative dans l'issue
clinique de la grossesse entre la transplantation d'embryons avec 1 a 2 cellules altérées ou

endommageées et la transplantation d'embryons avec des cellules intactes (Zheng et al., 2008).

Selon wang et al., 2021 les embryons endommagés ont réduit le nombre de
blastomeres et le taux de croissance, ce qui peut avoir un « effet toxique ». L'effet toxique a
causé des dommages a la structure interne des embryons et a affecté le développement,

I'éclosion et I'implantation.

Dans notre centre, les embryons vitrifiés-réechauffés ont été principalement transférés
le jour méme du réchauffement soit 97,8% (N=177 cas) en raison des taux de progestérone
le jour du transfert. Seul un petit nombre d'embryons soit 2,2 % (n =4 cas) ont été transférés
apres 24 heures de culture ce qui est conforme avec 1’étude de zhu et al., 2020 qui ont révélé
que la culture pendant 48 h a 72 heures représente un pourcentage de (9,5 %), le transfert le
jour de décongélation est de (87,5%) . Nos résultats montrent une différence tres hautement
significative entre la culture de 24 heures et le taux de grossesse P = 0,000. Nos résultats
concordent avec I’étude de Zhu et al., 2020 qui ont révélé que le taux de grossesse est
positivement associé a la durée de culture aprés décongélation. La probabilité de grossesse
augmente avec une plus longue durée de culture apres décongélation. Car la culture prolongee
permet d’éliminer un embryon non développé et de permettre 1’auto sélection d’embryons
viables, ce qui peut réduire le nombre d'embryons transférés ou annuler le transfert

d'embryons, et aboutit a des taux de grossesses plus élevés.
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Nos résultats ne concordent pas avec 1’étude de Guo et al., 2013 qui ont rapporté que
le TEC avec culture courte et culture longue aprés decongélation n‘avait pas un taux de

grossesse différent.

L’augmentation progressive du nombre et de la durée des embryons Cryo conservés
avec vitrification était bien signaler, nos résultats montrent que la durée de congélation la
plus élevée pour les patientes qui ont fait le TEC dans notre échantillon est entre 3 et 6 mois,
6 et 12 mois avec un pourcentage de 33,1% et 29,3 % respectivement, sachant que la durée de
congélation la plus longues dans notre échantillon était jusqu’ a 3 ans. Nos résultats sont en
accord avec I’étude de Lee et al., 2021 avec 57,4 % entre 0 et 6 mois et 18 ,3 % entre 7 et
12 mois dans le systéme ouvert. Nos résultats concordent avec une autre étude qui a montré
que la durée de congélation la plus élevée est moins de 3 mois soit 45,8% suivie de la durée
entre 3 et 6 mois soit 38,9 % (Li et al., 2020).

Nos résultats ont montré que la durée de conservation n'avait pas un effet négatif sur
les résultats de la grossesse, ce qui €tait cohérent avec d’autres études qui ont révélé que la
conservation des embryons dans 1’azote liquide peut durer des mois, voire des années sans
altérer des embryons (Lee et al., 2021),(Aflatoonian et., 2013).

Ashrafi et al., 2011 dans leur étude ont évalué les facteurs qui influencent le résultat
du cycle de transfert d'embryons congelés décongelés, ils ont constaté qu'il n'y avait pas une
différence significative dans le taux de grossesse lorsque la durée de conservation de la

cryoconservation était inférieure ou supérieure a 180 jours.

Lors de la durée de congélation et de décongélation des embryons, nous avons
constaté que la période la plus longue dans CCSR Ibn Rochd est de 6 ans (congelés en

janvier 2008 et décongelés en décembre 2013) avec naissance.

Peu de cas ont été rapportés d'accouchements réussis de bébés en bonne santé a partir
d'embryons humains décongelés aprés cryoconservation pendant une période prolongée.
L’étude de (Teijon et al., 2006) ont signalé la naissance réussie d'un enfant en bonne santé a

partir d'embryons nucléaires qui avaient été conservés pendant 13 ans.

La plus longue période de congélation de I’embryon conduisant a une naissance
vivante est de 27 ans. Née fin octobre, en 2020, Molly Gibson est issue d’un embryon

prélevé en 1992. Selon le centre national de don d’embryons de Knoxville (Tennessee).
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Une autre longue période de congelation de I'embryon a conduit & une naissance
vivante signalée par Dowling et al., en 2010 a partir d'un embryon au stade pro nucléaire

congelé et décongelé prés de 20 ans apres sa cryoconservation.

Cependant, une autre étude a rapporté qu’avec 1’augmentation de la durée de la
cryoconservation des embryons vitrifiés avaient un impact négatif sur les résultats de la

grossesse et des naissances vivantes (Li et al., 2020).

Il 'y a quelques inquiétudes dans ce contexte, ils ont pense qu'il existe quelques
mécanismes possibles comme, les radicaux libres et les effets toxiques liés aux Cryo
protecteurs ( le formaldéhyde est une substance chimique cytotoxique et mutagene, est utilise
dans les solutions Cryo protectrices et la toxicité de certains Cryo protecteurs, comme le
diméthylsulfoxyde (DMSO), sur le génome ) pourraient entrainer une augmentation de la
fragmentation de I'ADN (Kopeika., et al 2015).
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CONCLUSION

Au cours des derniéres années, la stratégie de congélation « vitrification » est devenue une
alternative acceptéee et précieuse au transfert d'embryons frais, grace a la demande croissante de
traitements de fertilité et aux améliorations des techniques de cryoconservation. 1l est avantageux
de préserver les ovocytes ou les embryons et de reporter le transfert d'embryons a une date
ultérieure. Dans les transferts d'embryons frais et congelés, plusieurs facteurs influencent le succeés
des techniques de PMA. Pour certains de ces facteurs, il peut étre possible d'optimiser avant de
commencer le traitement, cependant, I'dge de la mere reste le facteur le plus important influengant
les résultats de la reproduction dans le transfert d'embryons congelés et frais, comme attendu 1’age
est un principal facteur de succes en PMA, qui était significativement associé au taux de

Qrossesse.

Nos résultats montrent que plus la femme est jeune, plus il y a d’ovocytes récupérés,
d’ovocytes matures, d’embryons obtenus (congelés/décongelés) et plus le taux de grossesse est

élevé.

Le protocole optimal de préparation endométriale n’est pas déterminé, Il n'y avait pas de
différence significative dans le taux de grossesse. Cependant le cycle naturel a donné des résultats
positifs plus élevés par rapport au cycle THS dans le TEC. Ce résultat ajoute des preuves
soutenant que le cycle naturel est le premier choix chez les femmes ovulatoires avec transferts
d'embryons congelés.

Nos résultats montrent que la progestérone sérique, mesurée le jour du transfert d'embryons,
peut étre utilisée pour prédire la fenétre d’implantation d’embryons et donc une implantation
réussie, si elle est inférieure ou égale au seuil de 8 ng/ml, il est préférable d’annuler le cycle de
transfert. Les protocoles de préparation de I’endometre ameéliorent les résultats des cycles de

TEC, en particulierement le protocole THS, qui devient donc crucial pour les centres d’ AMP.

Sans aucun doute, le transfert de blastocyste restera toujours une option favorable et
prometteuse pour les techniques de PMA. Afin d'augmenter les chances de grossesse (conception)
pour les couples infertiles, lorsqu'ils sont disponibles, les blastocystes se développant a J5 doivent
étre préférés aux embryons clivés, dans les cycles vitrifiés/réchauffés dans tous les centres en
PMA.

Le transfert de deux embryons ou 3 embryons était associé a un meilleur taux de grossesse

que le transfert mono-embryonnaire avec risque de grossesse multiples.




CONCLUSION

Des embryons vitrifiés peuvent étre conservés plusieurs années dans l'azote liquide par

cryoconservation sans conséquence sur leur taux de survie et leur taux de grossesse future.

Nos données ont confirmé que le taux de grossesse diminue avec le nombre de blastomeéres
perdus en comparaison avec les embryons a 0 blastomeres en lyse (les embryons intacts), il faut
mieux transférer les embryons entierement intacts ainsi que over night culture afin de transférer

que les embryons qui ont repris leur cinétique de segmentation.

La vitrification permet aujourd’hui d’avoir des résultats voisins de ceux obtenus en transfert
frais, I’augmentation de 1’échantillonnage restera le meilleur moyen pour confirmer I’influence de

ces facteurs sur le résultat du TEC avec I’utilisation de la nouvelle technique le hatchnig.
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ANNEXES



(Annexe. 1) Les résultats de la CCSR Ibn Rochd : Comparaison entre la vitrification et la

Congélation lente

Tab. 1: Données biologiques

Congélation lente Vitrification P
(77 (50)
Age 31.94:4 .44 31.42:4.70 N.S
Ovo MII 11.51+4.64 10.64=3.49 NS
Nb emb 8.68=3.28 8.06+2.54 N.S
Nb Emb Cong 190 154 N.S
3.762.45 3.08£1.20
Nb Emb déc. 235 133 NS
3.05=1.89 1.66+0.55
Nb Emb transf. 166 116 NS
2.150.65 1.3240.68
Nb Emb lyses 68 16 S
(28,93%) (12%)
Nb Emb 100% intactes 148 103 S
(62,97%) (77.44%)
Taux de Survie 1697235 116/133 S
(>50%) (71.91%) (87.21%)
Tab. 2 :Taux de grossesses
Congélation lentes Vitrification P
) (50)
BHCG (1) 11/77 11/50 N.S
(14.25%) (22%)
Taux de naissance 6/11 6/11 NS
07;79% 12%
ABRT 05/11 05/11 N.S
(45.45%) (45.45%)
Grossesse muliiples 3/11 31 NS
(27.27%) (27.27%)
Sexe 05Filles 05 Filles
01 Garcon 01 Garcons
Taux d’implantation 14/166 16/116
(08.43%) (13.79) N.S
( 74
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