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RESUME

Nous sommes amenés a prendre en charge en
assistance médicale a la procréation (AMP)
un nombre croissant de couples dont 'un ou
les deux partenaires présente (nt) une infec-
tion au virus de hépatite C (VHC). Le risque,
jusqu’ici théorique, est la transmission du
virus a Penfant concu en AMP, puis a sa meére,
mais aussi celui de la contamination du per-
sonnel manipulant les gamétes infectés, ou
des gametes et embryons des couples non-
infectés. Dans le but de mieux apprécier le
risque de transmission du VHC en AMP via le
sperme d’un patient infertile virémique, nous
avons recherché le virus de 'hépatite C (ARN
VHC) par amplification génique (RT- PCR)
dans le sperme et les différentes fractions
obtenues apres gradient de centrifugation. La
recherche de PARN du VHC dans le sperme
s’est révélée positive pour 2 patients (2/39)
présentant une hépatite C active. La détec-
tion de FARN VHC dans la fraction de sper-
matozoides mobiles obtenue apres sélection
en gradient de densité s’est révélée négative
dans tous les cas.

Mots clés : ARN VHC, Assistance Médicale a la
Procréation (AMP), Sperme, Virus de 'hépatite C

(VHC)
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INTRODUCTION

Le risque de transmission d'un virus lors de la
réalisation d'un acte d’Assistance Médicale a la
Procréation (AMP) reste un sujet tres débattu,
en particulier dans le cas du virus de ’hépati-
te C. Les stratégies en matiére de sécurité
sanitaire en AMP varient considérablement
d’un pays a l'autre [1]. En France, la loi de
Bioéthique de Juillet 1994 a clairement défini
le cadre des mesures de sécurité sanitaires en
matiere ’AMP avec tiers donneur, mais de
simples recommandations existaient en matie-
re AMP intra-couple. Le Guide de Bonnes
Pratiques Cliniques et Biologiques en
Assistance Médicale a la Procréation, publié
au J.0. du 28-02-1999, précise ces recomman-
dations et impose « la recherche de marqueurs
biologiques d’infection, et lorsque cela est tech-
niquement possible d’infectivité, par VIH 1,
VIH 2, les virus des hépatites B et C et la syphi-
lis » pour les deux membres du couples. Une
séropositivité pour le VHC avec virémie positi-
ve de l'un ou des deux membres du couple
interdit leur prise en charge en AMP, en
dehors d’'un protocole de recherche clinique
pluridisciplinaire relevant de la loi Huriet,
comprenant 'avis d'un CCPRB, et validé par la
CNMBRDP. Depuis la parution des ce texte,
aucun couple infertile dont I'un ou les deux
membres présente une infection active pour le
VHC n’a pu étre pris en charge en AMP.

Le virus de I'hépatite C est un petit virus a
ARN, d’environ 10 000 nucléotides.



Contrairement au VIH, le VHC ne posséde pas
I'équipement enzymatique (reverse transcrip-
tase) permettant I'intégration de 'ADN viral
dans les cellules infectées. Contrairement a
I’hépatite B, il n’existe a ce jour aucun vaccin
contre I'hépatite C, et aucune thérapeutique
totalement efficace.

En France, la prévalence des anticorps anti-
VHC dans la population générale a été estimée
a 1% en 1996, ce qui correspond a 600 000 per-
sonnes infectées par le VHC. Parmi ces sujets
infectés, 400 a 500 000 seraient virémiques
pour le VHC [19], mais seuls 15 a 20 000 cas
ont été a ce jour diagnostiqués, et il n’est pas
rare, lors du bilan avant AMP de découvrir une
sérologie VHC.

Le mode de transmission du VHC est un mode
essentiellement parentéral : la transfusion de
produits sanguins contaminés ou une hémo-
philie (avant Mars 1990) sont incriminés dans
environ 37% des cas ; 23% sont d’anciens toxi-
comanes ; 3,3% des cas impliquent clairement
une contamination professionnelle ; 1,2%, une
transmission sexuelle (qui reste débattue) ;
pour pres de 15% des cas, une transmission
nosocomiale a pu étre identifiée avec certitude
(hémodialyse, greffe). Les génotypes les plus
répandus sont : 1b (50% des cas, en diminu-
tion, observé apres transfusion), la et 3a (en
augmentation, observé en cas de toxicomanie).

La transmission du VHC dans un contexte
médical a été clairement démontrée : 46% des
hépatites professionnelles a [I’Assistance
Publique des hopitaux de Paris en 1991 ont été
attribuées au VHC et des cas de séroconver-
sion VHC ont été observés apres blessures par
aiguille en milieu hospitalier [8].

Le risque de transmission vertical du VHC
varie d'une étude a 'autre : nul, en ’absence de
virémie maternelle, faible (entre 3 et 8%), mais
encore a préciser, en cas de virémie élevée
(>106 copies/ ml) [6, 18,19].

La présence du VHC dans différents liquides
biologiques (salive, urines, ascite) a été affir-
mée par de nombreux auteurs [13, 24, 17] mais
sa détection dans le sperme demeure contro-
versée (Tableau 3). La présence d’inhibiteurs
de la Taq Polymérase dans le sperme peut
aboutir a des résultats non interprétables [20],
voire a des faux négatifs.
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Le risque viral en AMP, lorsque 'on considére
un couple ou ’'homme est infecté et virémique
pour le VHC, est la transmission du virus a
I'enfant concu en AMP, a la mere, mais aussi le
risque nosocomial (contamination des gameétes
et embryons de couples non infectés) et profes-
sionnel (personnes manipulant les gameétes
potentiellement infectés, le jour de TAMP ou
en cas de cryoconservation) [8 , 15].

Afin de préciser ce risque, nous avons recher-
ché la présence de ’TARN VHC dans le sperme
de 39 patients infertiles virémiques pour le
VHC.

I. MATERIEL ET METHODES
1. Population étudiée

39 patients infertiles dgés de 31 a 47 ans ont
accepté de participer a cette étude. Tous
étaient séronégatifs pour le VIH. Aucun n’était
co-infecté par le virus de ’hépatite B. Tous les
patients avaient des anticorps anti-VHC dans
le sérum, et présentaient une infection active
pour le VHC avec un ARN VHC détectable
(AMPLICOR VHC, ROCHE) et quantifiable
(MONITOR VHC, ROCHE SA, Neuilly /s/
Seine, France) dans leur sérum. Tous étaient
asymptomatiques, mais présentaient des taux
de transaminases élevés. Aucun patient n’était
traité par des agents antiviraux au moment de
I’étude: cependant, 3 patients avaient préféré
retarder leur traitement (interféron o et riba-
virine) pour bénéficier de ce protocole avec
éventuelle congélation de sperme, avant mise
sous ribavirine.

L'infection par le VHC a pu étre attribuée a des
produits sanguins ou une hémophilie dans 5
(13%) et 3 (7%) cas. 12 patients (31%) avaient
des antécédents de toxicomanie. Pour 3
patients (7%), le seul élément d’orientation
retrouvé a l'interrogatoire a été un mode de
transmission nosocomial (1 greffe, 1 endosco-
pie, 1 hémodialyse). Aucun cas de transmission
par voie sexuelle ou dans un cadre profession-
nel n’a été retrouvé. Pour 15 patients (42 %), le
mode de contamination demeure inconnu.

Les parametres spermatiques, déterminés
selon les criteres de POMS [25] (Tableau 1),
montrent que 2 sujets présentaient une oligo-
zoospermie et 10, une oligo-asthéno-tératozoo-



Tableau 1 : Description des données spermatiques des patients infectés par le VHC

Volume de

Concentration Mobilité

Morphologie Leucocytes

I'éjaculat (ml) (x 106/ml) (type a + b) (%) (% anormaux) 106/ ml
Moyenne 3.0 52.4 34.3 50.6 0.6
(n=39)
Intervalle 0.3-8.5 1.80 - 346 5-55 12 - 86 0-64

Tableau 2 : Détection de PARN VHC dans le sperme des patients infertiles (HCV - AMPLICOR).

Echantillons testés DO A450 DO Ay450 DO A450 DO A450
Sans CI Avec CI Sans CI Avec CI

Apres dilution Apres dilution
au 1/4 au 1/4

Contrdle négatif 0.06 0.91

Contrdle positif 0.84 0.92

Patient N°1 : Sperme 0.06 0.05 * 0.07 >3

Culot cellulaire 0.06 0.91

Plasma séminal 0.05 0.05 * 0.08 >3

50% apres Percoll 0.06 0.84

70% apres Percoll 0.06 0.83 90%

apres Percoll 0.06 0.85

Patient N°35 : Sperme 2.71 >3

Culot cellulaire 2.86 2.96

Plasma séminal 1.99 2.79

50% apres Percoll 0.09 2.76

70% aprés Percoll 0.08 >3 90%

apres Percoll 0.08 2.91

Patient N° 6 : Semen 0.07 0.10 * 0.10 2.77

Culot cellulaire 0.72 >3

Plasma séminal 0.08 0.06 * 2.74 2.92

50% apres Percoll 0.08 2.85

70% apres Percoll 0.08 2.54

90% apres Percoll 0.08 2.74

Présence d’inhibiteurs de la Tag polymérase

Kit de détection AMPLICOR VHC : DO A450
<0.25 = résultat négatif ; 0.25 — 0.6 = non interprétable ; >0.6 = résultat positif

Kit avec Controéle Interne (CI) AMPLICOR:

DO Ayxp DO Ays0 + VHC CI

<0.25 >0.6 Résultat négatif
Pas d’inhibiteurs

<0.25 <0.6 Non interprétable

Présence d’inhibiteurs
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spermie. L'indication de FIV reposait sur un
facteur masculin dans 30% des cas, féminin
dans 40% des cas et mixte dans 10% des cas.
Six couples avaient déja un enfant, né hors
AMP et non infecté par le VHC.

a) Détection du VHC.

Apres liquéfaction de I'éjaculat recueilli dans
un flacon stérile, un millilitre de sperme (N°1)
a été prélevé. Un autre millilitre de sperme a
été centrifugé (800 g x 10 min) : le plasma
séminal (N°3) a été séparé du culot cellulaire
(N°2). Un millilitre a été déposé sur un gra-
dient de densité (50, 70 et 90%) (Percoll,
Pharmacia, Uppsala) pour sélectionner les
spermatozoides mobiles. Chaque fraction obte-
nue a ensuite été lavée et le culot remis en sus-
pension dans 500 ul de BM1 (BM1®, Ellios Bio
Media) (fractions N°4, 5, 6 et 7). Les spermato-
zoides présents dans les différentes fractions
ont été comptés avant congélation a -80°C. Ces
différentes étapes ont été effectuées en moins
de deux heures.

Extraction de '’ARN VHC : La technique d’ex-
traction utilisée a été la technique classique-
ment recommandée dans le kit VHC AMPLI-
COR HCV (ROCHE SA, Neuilly /s/Seine,
France).

RT PCR : Les échantillons de sperme ont tous
été testés avec le kit commercialisé pour 'am-
plification et la détection de TARN VHC (VHC
AMPLICOR Amplification Kit et VHC
Detection Kit ; ROCHE SA, Neuilly /s/Seine,
France). Tous les échantillons ont été testés
avec un contréle négatif et un contréle positif
pour éliminer toute contamination. La sensibi-
lité de la technique est évaluée a 200 copies du
génome VHC/ml.

Détection des inhibiteurs de la Tag
polymérase : Nous avons utilisé le kit AMPLI-
COR avec controle interne (AMPLICOR
Internal Control (IC) Detection Kit (ROCHE
SA, Neuilly /s/Seine, France) ). Ce kit a été
associé a une méthode de détection en plaques
(AMPLICOR Microwell Plate (MWP)) avec lec-
ture des résultats en densité optique (DO). Un
contréle interne a été introduit dans chaque
tube et co-amplifié avec 'ARN testé. Un résul-
tat négatif (<0.25) apres addition du controle
interne indique la présence d’inhibiteurs de la
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Taq polymérase dans I'échantillon et empéche
la validation du résultat. La dilution de
Péchantillon au 1/4 a permis de diluer les inhi-
biteurs, d’obtenir des données interprétables
pour tous les patients et d’éviter les faux néga-
tifs.

II. RESULTATS

Pour deux des trente neuf patients infertiles et
virémiques pour le VHC, ’ARN VHC a pu étre
détecté dans le sperme (Tableau 2). Dans un
cas (n°35), TARN VHC a été clairement détec-
té dans I'éjaculat, le plasma séminal et le culot
cellulaire, en labsence d’inhibiteurs. Le
patient avait été contaminé en 1982 (toxicoma-
nie). ’analyse du sperme a montré une oli-
goasthénotératozoospermie sévere avec 240
000 leucocytes. La quantification de 'ARN
VHC a permis de retrouver 8,7.104 copies/ ml
dans le sérum (4,93 log copies/ ml) et 7,5. 102
copies/ ml dans le plasma séminal (2,88 log
copies/ ml). Un génotype identique, le génotype
3a, a été retrouvé dans le sérum du patient et
le plasma séminal.

Pour le second patient (n°6), la présence d’in-
hibiteurs dans les fractions N°1 (éjaculat) et
N°3 (plasma séminal) ne permettait pas 'ob-
tention d’un résultat interprétable : apres dilu-
tion au 1/4, analyse des fractions N°1 et N°3 a
permis la détection de TARN VHC dans le
plasma séminal (N°3). La contamination par le
VHC datait de 1970 (toxicomanie). Les carac-
téristiques du sperme étaient normales et on
notait I'absence de leucocytes. La quantifica-
tion de TARN VHC a permis de retrouver
1,7.106 copies/ ml dans le sérum (6,23 log
copies/ ml) et 2,4 103 copies/ ml dans le plasma
séminal (3,38 log copies/ ml). Le génotype 1a a
été déterminé dans le sérum du patient et dans
le plasma séminal.

Des inhibiteurs de la Taq polymérase ont pu
étre détectés par notre méthode dans pres de
80% des cas dans le sperme et le plasma sémi-
nal (N°1 et N°3), mais jamais dans le culot cel-
lulaire (N°2), ni dans les fractions apres gra-
dient de Percoll (N°4 ,5 ,6 ,7). Toutes les frac-
tions 90% obtenues aprés Percoll et contenant
les spermatozoides mobiles (N°7) se sont révé-
lées négatives.

I’ARN VHC a pu étre quantifié dans le sérum



des patients infertiles dans 72% des cas et
montre un intervalle de valeurs comprises
entre 5331 et 5 . 106 copies/ ml. Dans les deux
cas ou la recherche de 'ARN VHC dans le
sperme s’est révélée positive, une forte charge
virale plasma tique était présente. Dans les
deux cas, une différence de deux logarithmes a
pu étre observé entre la charge virale VHC
dans le sérum et la charge virale dans le plas-
ma séminal.

Deux patients dont la recherche de TARN VHC
dans le sperme était négative ont bénéficié
d’un contréle a 1 mois d’intervalle, qui s’est
révélé a nouveau négatif. Les deux patients
pour lesquels ARN VHC avait été détecté
dans le sperme ont eux aussi bénéficié d'un
contrbole a4 6 mois d’intervalle : dans un cas,
PARN VHC a été détecté dans la méme frac-
tion et en quantité identique apres dilution au
1/4 (patient n°6) ; dans le second cas (n°35), la
recherche s’est révélée négative.

III. DISCUSSION

En France, les mesures de sécurité sanitaire
définissent de facon stricte le bilan avant AMP
intra-couple : sérologies VIH 1, VIH 2 , hépa-
tites B et C, syphilis. Depuis le 28-02-1999, la
découverte d'une sérologie positive pour le
VHC aboutit, en cas d’infection active, a l'ex-
clusion du patient de tout programme d’AMP.

De nombreuses études rassurantes ont affirmé
labsence totale de VHC dans le sperme [7, 5,
23, 2, 20] ; d’autres affirment au contraire que
le VHC peut étre détecté dans le sperme avec
une prévalence tres faible [4] ou forte [9, 10,
13, 14, 2] (Tableau 3). Ces résultats contradic-
toires peuvent étre expliqués par des diffé-
rences dans (1) la population étudiée (co-infec-
tion par le VIH), (2) l'obtention et la conserva-
tion des échantillons (congélation rapide a -
80°C), (3) la sensibilité des techniques utilisées
et (4) la détection des inhibiteurs de la Tag
polymérase (RNases ou lipopéroxidases qui
interférent avec l'amplification des acides
nucléiques et pourraient expliquer I’absence de
détection de 'ARN VHC dans le sperme).
Notre étude retrouve de tels inhibiteurs dans
pres de 80% des spermes et plasma séminaux
testés, mais dans aucune des fractions obte-
nues apres centrifugation sur gradient de den-
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sité. La simple dilution au 1/4 des spermes et
plasma séminaux avec inhibiteurs a permis
d’obtenir des résultats interprétables dans
tous les cas. Cependant, le fait de diluer nos
échantillons est critiquable : afin de maintenir
la sensibilité de notre technique, nous testons
d’autres techniques d’extraction des ARN utili-
sant des particules de silice permettant d’éli-
miner les inhibiteurs enzymatiques [21].

Notre étude a permis de détecter TARN VHC
dans le sperme dans 2 cas. Pour l'un des
patients, l'absence d’inhibiteurs dans les
échantillons analysés a permis la détection de
PARN VHC sans étape de dilution préalable ;
PARN VHC a été détecté dans le sperme, le
plasma séminal et le culot cellulaire obtenu
apres centrifugation et contenant les sperma-
tozoides, les leucocytes et les cellules rondes.
Dans le second cas, le plasma séminal était
négatif avant dilution, mais avec présence d’in-
hibiteurs ; TARN VHC a été détecté dans le
plasma séminal apres dilution au 1/4. Dans les
deux cas, il s’agissait de patients avec des anté-
cédents de toxicomanie et présentant une
infection ancienne par le VHC (>20ans). Dans
les deux cas, la charge virale VHC dans le
sérum était élevée (8,7 104 et 1,7 106 copies/
ml) et une différence de deux logarithmes a pu
étre observée entre la charge virale VHC dans
le sérum et dans le plasma séminal (7,5 102 et
2,4 103 copies / ml).

Tous les tests effectués sur les fractions obte-
nues apres centrifugation en gradient de den-
sité se sont révélés négatifs avec absence d’in-
hibiteurs. Nos résultats corroborent I'étude de
Mc Kee et al. [16], qui note I'absence d’ARN
VHC apres centrifugation en gradient de den-
sité d’'un sperme de donneur positif en ARN
VHC. Les différentes étapes de la préparation
de sperme (sélection des spermatozoides
mobiles par centrifugation sur gradient de
densité avec élimination du plasma séminal,
des leucocytes, cellules rondes et spermato-
zoides immobiles et peu mobiles ; puis lavage
de la fraction 90%) peuvent expliquer I’élimi-
nation (ou la forte diminution) de ’ARN VHC
apres centrifugation en gradient de densité.
Ainsi, méme si I'étape de sélection en gradient
de densité peut étre techniquement supprimée
avant ICSI, et ce sans aucun effet péjoratif sur



Tableau 3 : Les données de la littérature

Technique Résultats Population étudiée
utilisée dans le sperme
Semprini et al. 1998 RT - PCR Négative 90 sujets toxicomanes dont
56 patients virémiques pour
le VHC, 27 co — infectés VIH
et VHC
Caldwell et al. 1996 RT - PCR Négative 12 patients virémgqiues
Tang et al. 1996 RT - PCR Positive (57 %) 7 patients virémiques
McKee et al. 1996 RT - PCR Positive Donneur de sperme
ARN VHC négatif apres
Percoll
Fiore et al. 1995 RT - PCR Positive
Liu et al. 1994 RT - PCR Positive 3 patients virémiques
Liou et al. 1992 RT - PCR PCR Positive (24 %) 34 patients virémiques
nested
Fried et al.1992 RT - PCR
nested PCR Négative 14 patients virémiques
Hsu et al. 1991 RT - PCR
nested PCR Négative 19 patients virémiques
Terada et al. 1991 RT - PCR
nested PCR Négative 6 patients virémiques

les taux de fécondation et de clivage embryon-
naire [3], nous considérons que, chaque fois
que les caractéristiques du sperme le permet-
tent, une centrifugation en gradient de densité
est préférable. Cette technique simple, rapide
et peu onéreuse élimine (ou diminue) divers
agents infectieux tels le Cytomegalovirus [11],
Chlamydia trachomatis [12] ou le VHC.

Notre étude montre que la détection de ’TARN
VHC dans le sperme est possible. Différentes
techniques d’extraction des ARN doivent main-
tenant étre testées dans le sperme afin de per-
mettre la validation et la standardisation
d’une technique de détection virale. Pour les
couples infertiles dont 'homme présente une
infection active pour le VHC, le bilan biolo-
gique doit étre complété par la recherche de
I'ARN VHC dans le sérum. En l'absence de
virémie, ’AMP pourra étre réalisée sans délai.
En cas de virémie positive, aprés quantifica-
tion de la charge virale dans le sérum, la détec-
tion de 'TARN VHC dans le sperme, avant et
apres sélection des spermatozoides (et si posi-
tive, sa quantification) sera effectuée. Pour
plus de sécurité, TAMP pourra alors étre réali-
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sée en utilisant des paillettes de sperme conge-
1é préalablement testé et négatif.

Dans tous les cas, une information précise et
détaillée des techniques utilisées, de leurs
risques et limites et des résultats attendus doit
étre fournie au couple et leur consentement
écrit doit étre recueilli. Enfin, la manipulation
de spermes potentiellement infectés et la réali-
sation de TAMP au sein du laboratoire requiert
des mesures de précaution sanitaires particu-
lierement strictes : utilisation de matériel
jetable a usage unique, hottes a flux vertical,
gants, masque, blouse ainsi que des protocoles
de désinfection des appareils et des étuves
appropriés.
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ABSTRACT

Transmission risk of ¢ hepatitis virus in
assisted reproductive techniques

R. LEVY, J.C. TARDY, T. BOURLET, H. COR-
DONIER, J. LORNAGE, J.F. GUERIN.

Medical assistance to procreation in a couple
where one or both parents has hepatitis C
viral infection (HCV) raises the issue of the
transmission of the infection to the baby
and/or of possible contamination of both the
technicians and the gametes or embryos from
virus-free parents in the laboratory. It
becomes essential to assess transmission risk
in Assisted Reproductive Techniques (ART) in
order to clearly define the management of
couples according to their viral status. To
define the HCV transmissibility risk in ART
related to the presence of virus in semen from
infected infertile men, RNA HCV-detection
was performed in sera, and semen and sperm
fractions obtained after Percoll gradient cen-
trifugation. RNA HCV was detected in 5% (2 /
39) of the semen tested : in the raw semen, in
the seminal fluid and in the cell pellet but
never after Percoll selection. According to
these results, we suggest a strategy for HCV
infected infertile men who need ART.

Key words : Assisted Reproductive techniques ,
Hepatitis C Virus, Semen , Viral Screening
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