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RESUME 

Actue l l ement ,  des  d e m a n d e s  de plus  en 
p l u s  n o m b r e u s e s  s o n t  e f f e c t u d e s  par  
les  coup le s  "s~rodiscordants" VIH pour  
avoir  un  enfant .  Les t echn iques  virolo- 
g iques  les p lus  sens ib les  pour  prouver  
la prdsence  du v irus  sont  la cocul ture  
et  la PCR-ADN,  t o u t e s  d e u x  c a p a b l e s  
de m e t t r e  en  ~ v i d e n c e  I'ADN provira l  
intdgr~. En ut i l i sant  ces  techniques ,  le 
VIH a ~t~ mis  en  ~v idence  dans  le liqui- 
de  s ~ m i n a l ,  les  c e l l u l e s  m o n o n u c l ~ e s  
du sperme.  I1 n'a j a m a i s  dt~ trouv~ in 
v i v o  d a n s  les  s p e r m a t o z o i d e s .  N~an-  
moins ,  n o u s  s a v o n s  grace h des  dtudes  
in  v i t r o ,  q u e  ce  v i r u s  p e u t  se  l i er  et  
m~me  entrer  dans  les spermatozo ides .  
L' insdminat ion  artif iciel le  d'une f emme 
s ~ r o n ~ g a t i v e  p a r  le  s p e r m e  de  s o n  
c o n j o i n t  s~ropos i t i f  pr~sente  donc  u n  
r i s q u e  de c o n t a m i n a t i o n ,  m(~me avec  
des  p r e p a r a t i o n s  puri f i~es  de sperma- 
t o z o i d e s .  A c t u e l l e m e n t ,  a u c u n e  tech-  
n i q u e  v i r o l o g i q u e  n ' e s t  e n  m e s u r e  
d'affirmer qu'un pr~ l~vement  n'est pas 
infect ieux .  

Mots cl~s : VIH - Sperme - Identification virolo- 
gique 

I N T R O D U C T I O N  

La presence du virus de l'Immunod~ficience 
Humaine  (VIH) dans le sperme a ~t~ soup- 
~onn~e d~s le d~but  de l '~pid~mie,  puis  
d~montr~e formellement en 1984 chez des 
pa t ien ts  a symptoma t iques  ou a t te in ts  de 

SIDA [1, 2]. Plusieurs publications ont rap- 
port~ des cas de contamination par insemi- 
nation artificielle [3, 4]. Actuellement,  les 
p r a t i c i e n s  en p ~ r i c o n c e p t o l o g i e  s o n t  
confront~s au probl~me du d~sir d 'enfants 
chez les couples  cons t i tu~s  d 'un  homme 
s~ropositif pour le VIH et d'une femme s~ro- 
n~gative. Une insemination artificielle, avec 
le spe rme  du conjoint ,  p r~sen te  pour  la 
femme, et ~ventuellement pour l'enfant, un 
r i s q u e  de c o n t a m i n a t i o n  que  c e r t a i n s  
au teurs  [5] pensent  r~duire, voir annuler  
par  un t ra i t ement  pr~alable de l '~jaculat, 
suivi d'un contr61e virologique de l 'absence 
d'infectivit~ du sperme ainsi traitS. Nous 
pr~sentons dans cette revue de la litt~ratu- 
re, l 'ensemble des techniques virologiques 
appliqu~es h l'identification du VIH, en pr~- 
cisant pour chacune d'entre elles, ses per- 
formances et ses limites. Tous les t ravaux 
pr~sent~s ici s 'adressent au VIH type 1. 

RAPPEL V I R O L O G I Q U E  

Le VIH est un virus h ARN, dont la multi- 
plication dans la cellule, passe obligatoire- 
ment  par une phase d'int~gration dans le 
g~nome ce l lu la i re  grfice i~ l ' ac t ion  de la 
transcriptase inverse. Les cellules sensibles 
h l ' infection par  ce virus  sont principale- 
ment  celles expr imant  la molecule CDt h 
leur surface (lymphocyte CDa, macrophage, 
monocytes) mais des cellules CD4-peuvent  
dgalement ~tre infectdes. 

Ce virus est fi l'origine d'une infection per- 
sistante. On sait depuis les t ravaux de PAN- 
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TALI~O et al [5] et d'EMBRETSON et al [6] que 
si la charge virale est faible dans les lym- 
phocytes  p~riph~riques  pendan t  tou te  la 
phase asymptomatique,  elle est cependant  
t r~s  i m p o r t a n t e  d a n s  les  o r g a n e s  lym- 
phoides d~s les phases pr~coces de l'infec- 
tion. I1 ne s 'agit  donc pas d 'une infection 
latente, mais une replication virale active a 
lieu m~me quand la charge virale p~riph~- 
rique est  tr~s faible ou m~me absente. 

Les techniques  de recherche du VIH peu- 
vent ~tre class~es en 2 groupes : 

1) celles permet tant  d'identifier la presence 
du virus sans pr~juger de son ~tat r~pli- 
c a t i f  ( i so l emen t  du v i rus ,  m e s u r e  de 
I'ADN proviral int~gr~ par PCR, hybri- 
dation in situ ou PCR in situ) ... 

2) celles ayant  pour but  d'~valuer de fa~on 
quant i ta t ive  la r~plication virale (vir~- 
mies cellulaire et plasmatique,  mesure  
de I'ARN par PCR, mise en ~vidence de 
l'antig~ne P24). 

La plupart  de ces techniques ont ~t~ appli- 
qu~es ~ l'identification du VIH dans le sper- 
me t an t  ~ par t i r  du l iquide s~minal, que 
dans les fractions mononucl~es et parfois, 
les cellules germinales. 

DIAGNOSTIC SEROLOGIQUE DE 
L ' I N F E C T I O N  A VH-I 

Avant  d 'aborder  toutes  les techniques  de 
recherche du VIH dans les milieux biolo- 
giques,  il est  bon de rappeler  que le dia- 
gnostic de cert i tude d'une infection ~ VIH 
(mis  ~ p a r t  le d i a g n o s t i c  de l ' i n fec t ion  
cong~ni ta le  ou n~ona ta le )  r epose  sur  la 
mise en ~vidence d'anticorps s~riques sp~ci- 
fiques du virus, avec confrmat ion par Wes- 
t e rn  Blot (WB) sur  un deuxi~me pr~l~ve- 
ment. 

Les anticorps anti VIH ont ~t~ doses dans le 
sperme des patients infect~s (7). Ils ont ~t~ 
retrouv~s ~ des titres g~n~ralement 100 fois 
plus faibles que ceux observes dans le plas- 
ma. Ils sont toujours de classe IgG. I1 n'exis- 
te aucune correlation entre le titre en anti- 

corps dans le plasma s~minal et le stade de 
la maladie.  La presence de ces ant icorps  
peut vraisemblablement influencer la trans- 
mission sexuelle soit par une effet neutrali- 
sant,  soit au contraire,  en augmen tan t  le 
pouvoir infectieux du virus. En aucun cas, 
des IgA sp~cifiques du virus n'ont ~t~ mises 
en ~vidence. Ce marqueur  est  donc inutile 
pour appor ter  une preuve indirecte  de la 
presence du virus dans le sperme. Sur un 
plan qualitatif ,  l 'analyse comparat ive  des 
profils en WB ~ partir du sang et du sperme 
r~v~le la quasi absence d'anticorps anti P17 
dans  le spe rme .  Ceci a son i m p o r t a n c e  
puisque  SEMPRINI et al [8] ont  uti l is~ un  
anticorps monoclonal anti P17 pour v~rifier 
l ' absence  du VIH dans  le s p e r m e  t ra i t~  
avant insemination. 

DOSAGE DE L'ANTIGENE P24 

Ce marqueur  de r~plication virale est utili- 
s~ depuis de nombreuses ann~es. I1 s'agit de 
techniques immunoenzymatiques de captu- 
re dont la sensibilit~ est  ac tue l lement  de 
l'ordre de 5 ~ 10 pg d'antig~ne VIH1/ml. Un 
t ra i tement  pr~alable, acide ou basique,  de 
l'~chantillon permet la d~tection de la pro- 
t~ine apr~s dissociat ion d '~ventuels  com- 
plexes immuns. MERMIN et al [8] ont analy- 
s~ le liquide s~minal de 23 patients infect~s 
par le VIH. L'antig~ne P24 n'a j amais  ~t~ 
d~tect~, y compris chez les patients antig~- 
n~miques a s y m p t o m a t i q u e s  ou en SIDA, 
alors que, dans le m~me temps,  I'ARN du 
virus ~tait mis en ~vidence t raduisant  une 
r~p l i ca t ion  v i ra le  ac t ive .  Ce m a r q u e u r  
manque donc de sensibilit& De plus, en cas 
d'infection non productive (virus sous forme 
d'ADN proviral int~gr~) il ne sera  j amais  
d~tect~. Sa n~gativit~ ne permet  en aucun 
cas d'affirmer la non infectivit~ d'un pr~l~- 
vement. 

ISOLEMENT D U  V I R U S  

A par t i r  du sang, la technique consis te  
s~parer les cellules mononuc l~es  et ~ r~ali- 
ser une  co-cul ture avec des lymphocy tes  
frais provenant  d 'un donneur  s~ron~gatif  

354 



stimulus par  la PHA. La preuve de l'exis- 
tence du virus est apport~e par la mise en 
~vidence dans le surnageant  de la culture, 
d'antig~ne P24 ou d'une activit~ transcrip- 
tase inverse. En ut i l isant  cette technique, 
KRIEGER et al [9] ont isol~ le VIH dans le 
sperme de 11/34 patients (plasma s~minal 
e t /ou  ce l l u l e s  m o n o n u c l ~ e s ) .  L ' a u t e u r  
n'observe aucune correlation entre la positi- 
vit~ de l ' isolement et le stade clinique, la 
numerat ion des CD4, l'existence ou non d'un 
t r a i t emen t  anti-r~troviral.  Curieusement ,  
aucune tentat ive d'isolement n'a 6t6 r~ali- 
s6e ~ par t i r  des cellules germinales.  Bien 
que s tandardis~ main tenan t ,  les inconv~- 
nients majeurs de l 'isolement sont la lour- 
deur  technique  et une  var ia t ion  possible 
dans la sensibilit~ des cellules utilis~es. 

ETUDE EN MICROSCOPIE 
ELECTRONIQUE 

Des ~tudes menses in vitro en incubant des 
spermatozoides avec le VIH ont r~v~l~ que 
le virus ~tait capable de s'adsorber h la sur- 
face cellulaire [10]. Des particules virales 
ont ~t~ d~tect~es ~galement h l'int6rieur de 
la cellule avec ou sans leur enveloppe [11, 
12]. Bien que ces ~tudes a ien t  ~t~ criti- 
qu~es, par la m~thodologie utilis~e (forte 
concent ra t ion  en virus, temps  de contact  
prolongS), el les ont  n6anmoins  l ' int~r~t  
d'avoir d~montr~ formellement que les cel- 
lules germinales pouvaient ~tre infect~es en 
d~pit de l 'absence de r~cepteur CD4 ia leur 
surface  et qu'elles pouvaient  h leur  tour  
infecter secondairement une culture de lym- 
phocytes activ~s. 

Seule la particule virale peut ~tre mise en 
~vidence par microscopie ~lectronique ; le 
virus, sous forme de provirus ne sera pas 
d~tect~. 

MISE EN EVIDENCE DU GENOME 
VIRAL 

P a r  la t e c h n i q u e  de P o l y m e r a s e  Cha in  
Reaction (PCR), il est possible de d~tecter 
soit I'ADN proviral int~gr~ soit I'ARN libre 
du virus (RT - PCR). MERMIN et al [8] ont 

utilis6 ces 2 types de techniques pour l'iden- 
tification du g~nome viral dans les cellules 
mononucl~es,  les cellules germinales et le 
l iquide s~minal. L ' au teur  a ainsi  montr~ 
que chez 74 % (17/23) des patients, le provi- 
rus ~tait present dans les cellules mononu- 
c l~es  du sperme et que pour 12 de ces 17 
patients,  une mult ipl icat ion virale active 
existait (PCR ARN positive dans le liquide 
s~minal). Notons l'existence des 3 cas pour 
lesquels la PCR ADN est n~gative et la PCR 
ARN positive. Cette observation surprenan- 
te pose le probl~me soit de la fiabilit6 des 
techniques utilis~es, soit d 'une multiplica- 
tion virale dans d 'autres  types cellulaires 
que les cellules mononucl~es.  I1 n'a jamais 
~t~ possible de met t re  en ~vidence I'ADN 
proviral dans les spermatozoides. 

CONCLUSION 

Sous l'~gide de I'ANRS, l'action coordonn~e 
n ~  par la mise en place de contr61es de 
qualit~ inter-laboratoires a tr~s la rgement  
contribu~ h la raise au point et la standardi- 
sation des techniques virologiques pour le 
suivi des personnes atteintes par le VIH. 

Des t e chn i ques  consensus  ont  ~t~ a ins i  
d~crites. Tr~s utilis~es pour la d~termina- 
tion de la charge virale p~riph~rique chez 
les pa t ien ts  t ra i t~s  ou non, elles ont  ~t~ 
appliqu~es dans quelques ~tudes ~t l'identi- 
fication du virus dans le sperme. I1 est par- 
fa i tement  clair que les techniques de dia- 
gnostic les plus sensibles sont l ' isolement 
du virus et la recherci~e clu g~nome viral  
par PCR. En cas de positivit~ r~p~t~e sur 
deux pr61~vements, la presence du virus 
dans un milieu biologique peut ~tre affirmS. 
L'inverse n'est pas vrai. 

Rappelons que ces deux techniques prasen- 
tent une sensibilit~ de 40 % pour le diagnostic 
de l'infection cong~nitale pendant les 15 pre- 
miers jours de vie. Leur n~gativit~ ne permet 
done, en aueun eas, d'affirmer l 'absenee de 
VIH et done, dans le cas d'tm don de sperme, 
la non infeetivit~ de la preparation. I1 est ~ga- 
lement important  de ne pas oublier que le 
d~veloppement de techniques de plus en plus 
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sensibles remet en cause des donn~es qui 
semblaient pourtant bien ~tablies. Ainsi, l'uti- 
lisation de techniques comme la PCR in situ, 
dont les performances pour ridentification du 
VIH dans les ganglions viennent d'etre r~cem- 
ment d~montr~es, pourraient avoir un grand 
int~r~t dans la recherche du virus dans 
d'autres milieux biologiques et tout particuli~- 
rement le sperme. 

COUTS 

�9 Actes  inscr i t s  h la n o m e n c l a t u r e  : 
D~pistage VIH (2 tecniques ELISA) B70 
Western-Blot B 180 
Recherche et titrage de l'antig~ne P25 B70 

�9 Actes  hors  n o m e n c l a t u r e  
(pmposit~ dn ~ deVm~e M~knle~ Mai 1994) 
Culture sur lymphocytes : ~quivalent B1000 

(1760 francs) 
PCR (ADN ou ARN) : ~quivalent B500 

(880 francs) 
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ABSTRACT 

Detect ion  of  HIV in Semen 

J.C. TARDY, C. ROBERT 

G r o w i n g  n u m b e r s  o f  HIV s e r o n e g a t i v e  
w o m e n  w a n t  to have  c h i l d r e n  w i t h  HIV 
i n f e c t e d  p a r t n e r s  by ar t i f i c ia l  i n s e m i -  
n a t i o n .  T h e  m o s t  s e n s i t i v e  a s s a y s  for  
s h o w i n g  the  p r e s e n c e  o f  the  v i r u s  are  
t h e  c o c u l t u r e  m e t h o d  a n d  t h e  DNA-  
P C R  t h a t  are  a b l e  to d e t e c t  p r o v i r a l  
load.  HIV is d e t e c t e d  f rom n o n  sperma-  
tozoal  m o n o n u c l e a r  cel ls ,  s e m i n a l  f lu id  
but  i t  w a s  n o t  f o u n d  in  s p e r m a t o z o a  
fract ion.  But  w e  k n o w ,  by in  v i tro  stu- 
dies ,  that  HIV can b o u n d  to and  e n t e r  
spermatozoa .  Thus  art i f ic ia l  i n s e m i n a -  
t i o n  b e t w e e n  HIV s e r o p o s i t i v e  m a n  
and s e r o n e g a t i v e  w o m a n  l ead  to a r i sk  
o f  c o n t a m i n a t i o n  e v e n  w i t h  p u r i f i e d  
s p e r m a t o z o a .  T o d a y ,  a n y  v i r o l o g i c a l  
as say  is able  to af f irm that  s p e c i m e n  is 
not  in fec t ious .  

Keys words : HIV - Sperm - Virological assay. 
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