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INTRODUCTION 

L’herpèsvirose canine est une maladie causée par l’herpèsvirus canin de type 1 (CHV-1). 

C’est un virus à ADN bicaténaire enveloppé, de la famille des herpesviridae, découvert en 1965. 

Cette maladie est responsable d’une atteinte clinique faible à modérée chez l’adulte, pouvant 

entraîner des troubles de la reproduction. A l’inverse, elle peut s’avérer mortelle chez le chiot de 

moins de trois semaines. La transmission de ce virus se fait principalement par contact direct, par 

voie oro-nasale mais aussi par voie vénérienne. Les mécanismes de cette dernière sont moins 

connus, et il est important de les explorer afin de pouvoir limiter la transmission du CHV-1 lors de 

la reproduction. De plus, le CHV-1 ayant la capacité d’entrer en latence, un animal infecté ne 

présentera pas nécessairement de signes cliniques, ce qui complique son diagnostic. 

De précédentes études au sein de l’école vétérinaire de Nantes ont permis de mettre en 

évidence pour la première fois de l’ADN du CHV-1 dans le sperme du chien (Charles et al. 2022). 

Cette découverte ouvre la porte à de nouvelles recherches dont le but serait de définir si le 

sperme de chien peut être considéré comme une matière virulente et s’il est ainsi capable 

d’infecter une femelle lors d’une saillie ou d’une insémination artificielle. Le sperme a déjà été 

identifié comme matière virulente dans le cas d’infection par des herpesvirus dans d’autres 

espèces, comme par exemple BoHV-1 chez le bovin (van Oirschot 1995) ou chez l’homme avec le 

HCMV (Gimenes et al. 2014). 

Cette étude a comme objectif de caractériser le risque de transmission du CHV-1 par le 

chien mâle lors de la reproduction. Le premier objectif est d’évaluer la capacité des 

spermatozoïdes à transmettre le virus (en particulier après lavages). Nous évaluerons également le 

potentiel virucide du sperme en conditions in vitro. Nous utiliserons pour cela des techniques de 

réaction de polymérisation en chaine (PCR). Une attention particulière sera portée au risque de 

faux négatifs dus à la présence d’inhibiteurs dans le sperme, comme déjà décrit dans d’autres 

espèces (Bourlet et al. 2003; Wang et al. 2007). 

Cette thèse expérimentale vétérinaire est divisée en trois parties. La première est une 

synthèse bibliographique des connaissances actuelles sur l’herpèsvirose canine. La seconde partie , 

qui est aussi bibliographique, décrit les mécanismes de transmission de virus par le sperme et fait 

état des connaissances sur ses propriétés potentiellement virucides. Enfin la troisième est la  partie 

expérimentale.  
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PREMIERE PARTIE : L’HERPESVIROSE CANINE 

L’objectif de cette première partie est de faire une synthèse des connaissances actuelles sur 

l’herpèsvirose canine. 

1.1) DEFINITION ET HISTOIRE 

C’est en 1965, au cours d’une étude sur une maladie mortelle touchant des chiots 

nouveau-nés que l’Herpèsvirus canin de type 1 (CHV-1) a été décrit pour la première fois par 

Carmichael (Carmichael, Squire, Krook 1965). Après avoir écarté les mycoplasmes comme agents 

responsables, une souche virale possédant les caractéristiques d’un Herpèsvirus a été découverte 

(Carmichael, Strandberg, Barnes 1965; Spertzel et al. 1965). 

1.2) REPARTITION GEOGRAPHIQUE ET IMPORTANCE 

 1.2.1) REPARTITION GEOGRAPHIQUE 

 Le CHV-1 est réparti dans le monde entier : Amérique du Nord et du Sud (Carmichael, 

Strandberg, Barnes 1965; Monteiro et al. 2016; Castro et al. 2021), Australie (Geldard, Geering, 

Bagust 1971; Sarker et al. 2018), Nouvelle-Zélande (More et al. 2021), Afrique (Bartsch, Hubschle, 

Els 1974; Nöthling et al. 2008) Asie (Xuan et al. 1990; Seo, Seong, Lim 1994; Yeşilbağ et al. 2012; 

Matsuu et al. 2020; Rezaei et al. 2020; 2023), ainsi qu’en Europe où il a été mis en évidence pour 

la première fois en Allemagne en 1975 (Bibrack, Schaudinn 1976), puis dans les Pays-Bas, la 

France, la Belgique, le Royaume-Unis, la Norvège, la Finlande, l’Italie et la Slovaquie (Milleret et al. 

2022) 

 1.2.2) IMPORTANCE 

 L’importance du CHV-1 dans l’élevage et la santé canine tient notamment à la mortalité 

néonatale chez les chiots de moins de 3 semaines et aux troubles de la reproduction qu’il induit. Il  

a donc un impact psychologique et financier non négligeable pour les éleveurs. 
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1.3) ETIOLOGIE, EPIDEMIOLOGIE ET PATHOGENIE 

 1.3.1) DESCRIPTION DU VIRUS 

Le CHV-1 fait partie de l’ordre des Herpesviridae, de la sous-famille des alpha-herpesviridae  

et du genre Varicellovirus (voir Figure 1). Seulement deux clades ont été découverts à ce jour, 

mettant en avant la grande conservation et stabilité du virus (Lewin et al. 2020). 

 

Figure 1 : Arbre phylogénétique des ADN polymérase des Varicellovirus. L’arbre est basé sur HSV1, 
qui est un membre du genre Simplexvirus. Les valeurs Bootstrap sont indiquées aux nœuds sous 

forme de fraction. La barre d’échelle indique les substitutions par résidus d’acide aminé 
(Papageorgiou et al. 2016) 

 Le CHV-1 est un virus enveloppé à ADN bicaténaire. Il mesure entre 115 et 175 nm de 

diamètre et est composé d’une nucléocapside icosaédrique de 162 capsomères contenant l’ADN, 

d’un tégument majoritairement protéique (Strandberg, Carmichael 1965). Son enveloppe est 

caractérisée par une bicouche phospholipidique contenant différentes protéines membranaires et 

des glycoprotéines, dont certaines sont majeures dans l’immunité contre le CHV-1 (voir Figure 2). 
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Figure 2 : Représentation schématique du virus CHV (Charles et al. 2022; Poulet 2005; 

Papageorgiou et al. 2016) 

 En ce qui concerne son génome, sa taille est estimée à 125 kpB et son organisation est 

classique de celle des Varicellovirus (Papageorgiou et al. 2016). De plus, ce virus est monotypique, 

aucune variation antigénique n’a pu être mise en évidence parmi les 16 souches isolées à travers 

le monde (Decaro, Martella, Buonavoglia 2008).  

Le mécanisme exact d’entrée du CHV-1 dans les cellules n’est pas encore connu.  

L’attachement aux cellules débute par une interaction entre les groupements heparan sulfate des 

protéoglycanes de la membrane cellulaire et la glycoprotéine C, comme c’est le cas pour les autres 

alphaherpesvirus (Poulet 2005). Une étude récente a montré que la pénétration du virus dans des 

cellules épithéliales se faisait par un mécanisme proche de la macropinocytose, indépendant du 

pH (Eisa et al. 2021). Une seconde étude a montré que le virus est capable d’infecter des cellules 

polarisées préférentiellement par le pôle basal mais également par le pôle apical (Eisa, Micky, 

Pearson 2022). Néanmoins ces recherches n’excluent pas la présence d’un récepteur spécifique 

permettant l’entrée du virus dans la cellule. 

 1.3.2) EPIDEMIOLOGIE 

 1.3.2.1) Epidémiologie descriptive 

1.3.2.1.1) Espèce cible 

Le CHV-1 est spécifique de l’espèce canine, qui constitue donc l’espèce cible principale. Des 

anticorps anti-CHV-1 ont néanmoins pu être identifiés chez d’autres espèces de canidés (Decaro, 
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Martella, Buonavoglia 2008) mais également chez la loutre de rivière (Lontra canadensis) aux 

Etats-Unis (Kimber, Kollias, Dubovi 2000). 

Tableau 1 : Recensement des espèces exposées au CHV par détection d’anticorps dirigés contre ce 
virus (Charles et al. 2022) 

Espèce Pays 
Référence et année de 

publication 

Coyote (Canis latrans) États-Unis d’Amérique 

Evermann et al. 1984 

Davidson et al. 1992 

Renard roux (Vulpes vulpes) 

États-Unis d’Amérique Davidson et al. 1992 

Allemagne Truyen et al. 1998 

Australie Robinson et al. 2005 

Loutre de rivière (Lontra 

canadensis) 
États-Unis d’Amérique Kimber, Kollias, Dubovi 2000 

Chacal (Canis mesomelas) Namibie Gowtage-Sequeira 2004 

Loup gris (Canis lupus) États-Unis d’Amérique 

Almberg et al. 2009 

Watts, Benson 2016 

  1.3.2.1.2) Sources 

 Le principal réservoir du CHV-1 est constitué des chiens porteurs sains, qui suite à une 

infection ont vu le virus entrer en latence. Les sources sont alors soit ces mêmes chiens suite à une 

réactivation du virus ou les chiens primo-infectés. 

  1.3.2.1.3) Mode de transmission 

 Le chien adulte se contamine principalement par contact direct, majoritairement par voie 

oro-nasale via les sécrétions salivaires et respiratoires (Appel et al. 1969). La contamination peut 

aussi se faire par voie vénérienne (Poste, King 1971) via les sécrétions génitales, qu’elles soient 
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physiologiques ou pathologiques, le virus ayant été mis en évidence sur des écouvillons vaginaux 

(Ronsse et al. 2002; 2004). Les produits d’avortement seraient également des matières virulentes 

(Hashimoto et al. 1982; 1983). La question de la virulence du sperme se pose depuis qu’il y a été 

mis en évidence (Charles et al. 2022). Enfin les sécrétions oculaires pourraient être des matières 

virulentes, dans le cas d’une atteinte clinique oculaire (Ledbetter, Kim, et al. 2009). 

 Chez le chiot la contamination peut être horizontale, de la même façon que l’adulte, et ce 

dès la naissance au contact de la mère ou lors de la mise-bas via les sécrétions vaginales mais aussi 

contact d’autres animaux excréteurs (Appel et al. 1969; Cornwell, Wright 1969). L’infection peut 

aussi être verticale, in utero par voie transplacentaire (Stewart et al. 1965; Hashimoto et al. 1979; 

1982; 1983; Ronsse et al. 2002; Krogenæs et al. 2014). Le virus a été isolé dans les fèces des chiots, 

ce qui en fait potentiellement des matières également virulentes (Losurdo et al. 2018). 

1.3.2.2) Epidémiologie analytique 

L’âge de l’animal, la parité des chiennes, l’influence des précédents accouplements, le 

logement, le nombre d’animaux au sein de la collectivité, et le cycle  sexuel, sont des facteurs qui 

ont été étudiés afin de connaître leur influence sur l’infection par le CHV-1, sans qu’un consensus 

n’ait pu être trouvé. 

 Plusieurs études ont montré qu’il n’y aurait pas d’influence du sexe ou de la participation 

aux événements collectifs sur l’infection par le CHV-1, mais la fréquence de participation n’y a pas 

été étudiée (Ronsse et al. 2004; Krogenæs et al. 2012; 2014). 

 Une étude a trouvé que les conditions d’hygiène du logement seraient un facteur de risque 

dans le cadre de la propagation du virus (Ronsse et al. 2004). 

1.3.3) PATHOGENIE ET ETUDE CLINIQUE 

1.3.3.1) Infection chez le chiot de moins de 3 semaines 

Le CHV-1 est capable de passer du placenta de la mère au fœtus (Hashimoto et al. 1983), 

mais la pathogénie exacte de ce passage n’a pas encore été étudiée. Le virus a été détecté dans le  

placenta de chiennes infectées (Hashimoto et al. 1982). 

Lors d’infection par voie oro-nasale le virus se réplique au niveau des muqueuses 

nasopharyngées, des amygdales, des glandes salivaires et des nœuds lymphatiques rétro-
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pharyngiens et bronchiques notamment (Burr et al. 1996; Miyoshi et al. 1999; Losurdo et al. 

2018). 

Après cette première phase infectieuse a lieu un épisode de virémie, permis par les 

lymphocytes et les monocytes infectés par le virus (Wright et al. 1970; Poulet 2005). Le virus est 

alors retrouvé dans de nombreux organes : reins, poumons, rate, cœur, foie, mais aussi le système 

nerveux central (Huxsoll, Hemelt 1970; Jager et al. 2017). 

1.3.3.2) Infection chez le chien et le chiot de plus de 3 semaines 

 L’infection par voie oro-nasale chez les chiens plus âgés se déroulent dans un premier 

temps de la même façon que chez le chiot de moins de 3 semaines  : réplication au sein de la 

sphère oro-pharyngée et des nœuds lymphatiques puis épisode de virémie permis par les 

lymphocytes et monocytes infectés. Après un épisode clinique, le virus rentre en latence (cf 

paragraphe 1.7). 

L’infection par voie vénérienne est également possible à partir de la maturité sexuelle. Le 

virus peut se multiplier au sein des muqueuses vaginales, du pénis et du prépuce (Hill, Maré 1974) 

et serait capable d’entrer en latence au niveau des nœuds lymphatiques lomb o-sacrés (Miyoshi et 

al. 1999). 

Enfin la contamination par voie oculaire est envisagée, avec comme lieu de réplication 

primaire du virus le sac conjonctival (Carmichael 1970; Ledbetter, Kim, et al. 2009).  

1.3.3.3) Facteurs influençant la pathogénie 

La température optimale de développement du virus est située entre 35 et 37°C 

(Carmichael, Barnes 1969; Xuan et al. 1990), ce qui peut être mis en corrélation avec la plus 

grande sensibilité des chiots de moins de trois semaines et l’hypothermie. En ef fet la 

thermorégulation est absente chez le chiot dans les 48 à 72 premières heures de vie et complète 

au bout de 18 jours (Reyes-Sotelo et al. 2021), ce ceux-ci sont donc plus facilement hypothermes, 

avec une température se rapprochant de la température optimale de développement du virus. 

1.3.3.4) Pouvoir immunogène 

Lors d’une primo-infection les anticorps anti-CHV apparaissent à partir de 7 jours, leur 

concentration étant maximale vers 21 jours post-infection (Ledbetter, Dubovi, et al. 2009). Lors 
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d’une réactivation du virus suite à un épisode de latence, cette concentration est atteinte au bout 

de 14 jours environ (Ledbetter, Kim, et al. 2009). Les anticorps persistent environ 8 mois 

(Ledbetter, Hornbuckle, Dubovi 2009). Les glycoprotéines à l’origine de cette réponse immunitaire 

sont les produits des gènes gB, gC et gD (Xuan et al. 1997) et sont les glycoprotéines GP 47, GP 

145/112 et GP 80, présentes à la surface de l’enveloppe virale (Xuan et al. 1992). 

Dans le cas du chiot de moins de trois semaines, il acquiert ces anticorps grâce à leur 

passage dans le colostrum et après les tétées. Ceci implique une séroconversion chez la mère, soit 

consécutive à une infection, soit à une vaccination. La présence de ces anticorps chez le chiot 

permettrait de diminuer fortement les signes cliniques, sans empêcher totalement la réplication 

du virus (Carmichael 1970). 

1.4) ETUDE CLINIQUE 

 1.4.1) FORME SYSTEMIQUE CHEZ LE CHIOT DE MOINS DE 3 SEMAINES 

La forme systémique, la plus fréquente, est très souvent mortelle. Les symptômes sont 

ceux d’une déficience multi-systémique : léthargie, anorexie, signes respiratoires (dyspnée et 

jetage muco-purulent), atteinte digestive (douleur abdominale sévère, nausées, diarrhée jaune à 

verdâtre), symptômes de maladie hémorragique (œdème, pétéchies, épistaxis). La mort survient 

dans les 24 à 48 heures suivant l’apparition des premiers signes cliniques, avec un taux de 

mortalité pouvant atteindre les 100% (Decaro, Martella, Buonavoglia 2008; Fontbonne 2011; 

Bottinelli et al. 2016; Drechsler 2020). Chez les survivants, des signes neurologiques peuvent 

s’ajouter à la suite d’une encéphalomyélite (tremblements, chancèlements, opistotonos, 

mouvements de pédalage) (Fontbonne 2011; Drechsler 2020). 

 1.4.2) FORME RESPIRATOIRE 

Cette atteinte est inclue dans le syndrome « toux du chenil ». Elle est caractérisée par une 

toux sèche et paroxystique associée éventuellement à du jetage nasal et un épiphora séreux (Day 

et al. 2020). Chez les chiots de 5 à 12 semaines les signes cliniques sont ceux d’une rhinite, d’une 

pharyngite ou d’une trachéobronchite (Evermann, Ledbetter, Maes 2011) mais on trouve 

également des rhinites nécrosantes et des pneumonies broncho-interstitielles (Thompson, Wright, 

Cornwell 1972). 
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 Le CHV-1 est rarement seul dans ce syndrome. Il a néanmoins été identifié seul dans 

quelques cas de détresse respiratoire d’apparition aiguë menant à la mort de l’animal atteint 

(Kumar et al. 2015). 

 1.4.3) FORME GENITALE ET TROUBLES DE LA REPRODUCTION 

Les signes cliniques sont ceux d’une vulvo-vaginite chez la femelle et d’une balanoposthite 

chez le mâle associée à des lésions vésiculaires susceptibles de s’ulcérer sur les muqueuses 

vaginales, préputiales et péniennes (Hill, Maré 1974; Decaro, Martella, Buonavoglia 2008; 

Bottinelli et al. 2016), qui disparaissent en 1 à 2 semaines (Poste, King 1971; Hill, Maré 1974).  

Dans le cas de troubles de la reproduction, la dissémination du virus chez la mère peut 

mener à une placentite. Les signes cliniques apparaissent principalement dans les 2 derniers tiers 

de la gestation. Ces signes sont la mort fœtale avec ou non momification, avortement et 

mortinatalité.  Des résorptions embryonnaires sont possibles en début de gestation. 

 1.4.4) FORME OCULAIRE 

La forme oculaire chez l’adulte est caractérisée par une conjonctivite aiguë, évoluant 

parfois vers une kératite et une ulcération de la cornée, associée éventuellement à un 

blépharospasme, de la photophobie et un épiphora. 

Une atteinte oculaire est possible chez le chiot et se caractérise par des signes de 

panuvéite, kératite, d’œdème de la cornée, de synéchies ou de cataracte. Si le chiot survit, une 

dysplasie rétinienne ou une atrophie du nerf optique entraînent souvent une cécité (Evermann, 

Ledbetter, Maes 2011). 

 1.4.5) LESIONS 

Lésions macroscopiques :  

Les lésions observées sur les différents organes cibles lors de la forme systémique 

(poumons, reins, rate et foie notamment) sont principalement des lésions nécrotiques et 

hémorragiques formant des foyers gris-blancs ou rougeâtres de moins de 1 cm de diamètre, 

donnant un aspect piqueté aux organes touchés (Carmichael, Strandberg, Barnes 1965). Ces 

mêmes lésions ont été observées au niveau du placenta de chiennes infectées (Hashimoto et al. 

1982). 
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Les lésions observées lors de la forme localisée sont peu spécifiques. On retrouve des  

vésicules lymphocytaires sur les muqueuses respiratoires ou génitales, qui sont parfois 

hyperhémiées (Decaro, Martella, Buonavoglia 2008; Drechsler 2020). En cas d’atteinte oculaire 

une inflammation de la conjonctive et des ulcères cornéens sont également possible (Decaro, 

Martella, Buonavoglia 2008; Evermann, Ledbetter, Maes 2011). 

Lésions microscopiques : 

 Les lésions retrouvées sont celles de lésions vasculaires, en effet l’herpèsvirus semble se 

développer dans l’endothélium occasionnant des foyers hémorragiques et nécrotiques sur les 

différents organes cibles (Lara et al. 2016). La présence de corps d’inclusions intranucléaires 

éosinophiles ou basophiles peut être notée dans les cellules entourant ces lésions (Lara et al. 

2016). 

1.5) DIAGNOSTIC 

 1.5.1) DIAGNOSTICS EPIDEMIO-CLINIQUE ET POST-MORTEM 

Lors d’atteinte respiratoire, oculaire ou génitale, notamment en élevage, l’herpèsvirose 

entre dans le diagnostic différentiel, surtout en cas de mortinatalité ou d’infertilité. Des lésions 

vésiculeuses à ulcératives peuvent être observées au niveau des muqueuses oculaires ou 

génitales. Les modifications des paramètres sanguins parfois rencontrées ne sont pas spécifiques 

(augmentation des ALAT et des ASAT et thrombocytopénie). 

Les lésions observées en post-mortem ne sont pas spécifiques de l’herpèsvirose canine, 

c’est l’association entre les lésions, l’anamnèse et les signes cliniques qui est évocatrice.  

 1.5.2) DIAGNOSTIC EXPERIMENTAL 

 Le diagnostic expérimental est divisé en deux : le diagnostic indirect, avec l’utilisation de la 

sérologie, et le diagnostic direct, avec la virologie. 

 La mise en évidence d’anticorps anti-CHV-1 permet d’indiquer si l’animal a déjà été en 

contact avec le virus, mais ne permet pas de mettre en évidence le virus lui -même. La sérologie ne 

constitue donc pas un diagnostic de certitude. Pour cela quatre techniques ont été mises au point : 

la séroneutralisation et l’Enzyme-linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) qui sont les deux les plus 

utilisées, l’immunofluorescence indirecte et l’immunopéroxidase en monocouche (IPMA) (Charles 

et al. 2022). 



- 28 - 

 

 La mise en évidence directe du virus permet d’apporter un diagnostic de certitude. 

Plusieurs techniques existent : PCR, immunofluorescence directe, culture virale avec effet 

cytopathogène, hybridation in situ et microscopie électronique. En pratique la PCR est la 

technique la plus utilisée. 

 1.5.4) DIAGNOSTIC DIFFERENTIEL  

Lors d’affection respiratoire le diagnostic différentiel comprend tous les agents pathogènes 

impliqués dans le syndrome « toux du chenil » (Day et al. 2020). Tandis que dans l’atteinte génitale 

le diagnostic différentiel oppose le CHV-1 aux balanoposthites et vulvo-vaginites non spécifiques 

d’origine bactérienne. Dans le cas d’avortement ou de mortinatalité le diagnostic différentiel doit 

se faire avec l’ensemble des pathologies à l’origine de troubles de la reproduction (Tableau 2). 

Tableau 2 : Diagnostic différentiel des avortements et de la mortalité néonatale  (Poulet 2005). 

  

1.6) TRAITEMENT 

Aucun traitement spécifique de l’herpèsvirose canine n’a été mis au point à ce jour.  

Des traitements symptomatiques sont mis en place, notamment chez l’adulte pour les 

formes respiratoires et génitales dans le cas d’atteinte symptomatique. En 2019 un traitement à 

base de solution de complexes liposomes-TLR (Toll-like receptor) activant les défenses 

immunitaires des muqueuses a été étudié et serait efficace contre le CHV-1 (Wheat et al. 2019). 

Pour les formes oculaires des traitements antiviraux ont été testés avec une amélioration 

notable des signes cliniques (Gervais et al. 2012; Spertus, Mohammed, Ledbetter 2016; Ledbetter 

et al. 2018).  
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En ce qui concerne les atteintes les plus graves notamment chez le chiot plusieurs 

traitements ont été explorés, tels que des traitements antiviraux et à base d’immun-sérum 

(Greene 2012; Charles et al. 2022). 

1.7) PROPHYLAXIE 

 1.7.1) PROPHYLAXIE SANITAIRE 

La prophylaxie sanitaire repose sur 3 points clés afin de limiter la contamination des chiots 

nouveau-nés. Le premier point est de garantir une température corporelle du chiot de 38,5°C 

minimum car, comme vu précédemment, l’hypothermie augmente le taux de mortalité. Le second 

point a pour objectif de limiter la contamination indirecte via l’hygiène des locaux, le virus étant 

sensible aux solvants lipidiques et aux désinfectants communs. Enfin le dernier point a pour 

objectif d’éviter la contamination des chiots nouveau-nés en isolant les mères trois semaines 

avant la mise-bas ainsi que pendant les trois semaines suivantes. Le but est d’éviter chez la mère la 

réactivation du virus en latence ou la primo-infection et d’éviter dans un second temps une primo-

infection précoce chez les chiots (Kustritz 2006). 

 1.7.2) PROPHYLAXIE MEDICALE 

 Un seul vaccin a été mis au point  chez la femelle gestante afin de permettre une 

immunisation passive des chiots via la prise colostrale. L’autorisation de  mise sur le marché de 

celui-ci a été obtenue le 26 mars 2001, il s’agit du EURICAN® Herpes 205. C’est un vaccin sous-

unité, en effet il existe un risque de latence avec un vaccin vivant. Le protocole vaccinal est 

composé d’une première injection une semaine à dix jours après la saillie ou l’insémination 

artificielle et d’une seconde une à deux semaines avant la mise-bas. 

1.8) LATENCE 

Les Herpesvirus sont capables d’entrer en latence. Cela signifie que le virus persiste dans 

l’organisme infecté, sans se répliquer et en échappant au système immunitaire. Ce mécanisme est 

composé de trois phases distinctes : l’entrée en latence, la persistance de la latence et la sortie de 

latence. 

1.8.1) ENTREE EN LATENCE 

 Le mécanisme d’entrée en latence du CHV-1 est encore inconnu à ce jour. Néanmoins le 

virus a été mis en évidence dans différents tissus alors même que le chien ne présentait aucun 
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signe clinique, cela signifie qu’il y était en latence. Ces tissus sont notamment des tissus nerveux, 

comme lors d’infection par les autres alphaherpesvirus. Le CHV-1 a été mis en évidence dans un 

premier temps dans le ganglion trijumeaux (Miyoshi et al. 1999), puis dans le ganglion vestibulaire 

et le labyrinthe situé au niveau de l’oreille interne (Parzefall et al. 2011). Le virus a été également 

mis en évidence dans des tissus lymphoïdes, comme les amygdales, les nœuds lymphatiques 

rétopharyngiens, mésentériques et bronchiques (Miyoshi et al. 1999). Le génome a été identifié au 

niveau des noyaux des lymphocytes et des neurones (Miyoshi et al. 1999). 

1.8.2) PHASE DE LATENCE 

Pendant la phase de latence l’ADN viral est intégré dans les noyaux cellulaires sous forme 

de multiples épisomes circulaires. Plusieurs mécanismes permettent d’éviter l’expression des 

gènes viraux, exprimés normalement lors des phases actives et qui sont susceptibles d’activer le 

système immunitaire. Lors de cette phase, les alphaherpesvirus, dont le CHV-1 fait parti, 

expriment de longs ARN non codants antisens d’ARN viraux exprimés lors de la phase active de 

l’infection (Cohen 2020). Cela permet d’empêcher l’expression de ces ARN et évitant ainsi 

l’activation du système immunitaire. 

1.8.3) REACTIVATION ET SORTIE DE LATENCE 

 La réactivation du virus peut être soit provoquée soit spontanée. La réactivation spontanée 

semble plutôt rare (Ledbetter et al. 2012). Les facteurs de réactivations sont multiples. Une 

immunosuppression déclenchée par l’administration de glucocorticoïdes peut être à l’origine 

d’une ré-excrétion du virus (Ledbetter, Kim, et al. 2009). De même qu’une immunodépression liée 

au stress (Greene 2012; Jager et al. 2017). Le lien entre la réactivation du CHV-1 et le cycle ovarien 

ainsi que la gestation et la lactation a été étudié et aucune variation significative du titre en 

anticorps n’a été trouvée (Ström Holst et al. 2012). La réactivation du CHV-1 peut être liée à une 

infection concomitante, comme c’est le cas dans le syndrome « Toux de chenil » avec une atteinte 

respiratoire (Erles et al. 2004) 
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DEUXIEME  PARTIE : PRODUCTION DU SPERME, I NTERACTION SPERME-

VIRUS (HERPES) ET DETECTION DE CES DERNIERS 

2.1) PRODUCTION DE SPERME CHEZ LE CHIEN  

2.1.1) RAPPELS ANATOMIQUES DE L’APPAREIL GENITAL DU CHIEN MALE (BARONE 1978) 

L’appareil génital du chien mâle est composé de plusieurs organes, assurant la production 

et l’émission des spermatozoïdes. C’est aussi le lieu de production d’hormones sexuelles. Il est 

composé des testicules, des voies spermatiques, du pénis et des glandes annexes. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.1.1.1) Testicule et voies spermatiques 

 Les testicules, au nombre de deux, sont les glandes responsables de la production des  

spermatozoïdes au cours de la spermatogenèse, ainsi que de la production de la testostérone, 

l’hormone sexuelle mâle.  

Figure 3 : Coupe longitudinale de l’appareil génital du chien mâle (réalisation personnelle, d’après 
Hermanson et al, 2020) 
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Les testicules sont contenus dans plusieurs enveloppes. L’enveloppe la plus superficielle est 

le scrotum, situé en région périnéale ventrale. Le scrotum est composé de deux parties  : la partie 

cutanée, commune aux deux glandes, et le dartos. Ce dernier est adhérent à la peau du scrotum et 

est composé de tissus musculaires lisses, de fibres de collagène et de fibres élastiques. Il est divisé 

en deux sacs dartoïdes, englobant chacun un testicule. Les sacs sont indépendants et sont divisés 

par une cloison impaire dans le plan médian, nommée le septum du scrotum. Le dartos assure la 

suspension des testicules et maintien leurs enveloppes profondes : le fascia spermatique externe 

(couche de tissu conjonctif et assurant par conséquent la thermorégulation du scrotum), le muscle 

crémaster (fibres musculaires striées permettant l’ascension du testicule vers la région inguinale 

en cas de contraction), le fascia spermatique interne et la tunique vaginale.  
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Figure 4 : Coupe longitudinale et coupe transversale du testicule et de ses enveloppes en passant 

par la région inguinale (réalisation personnelle, d’après Christopher-Hennings et al. 2008) 
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Les testicules sont de forme ovoïde et constitués d’une tête (ou extrémité capitée), d’une 

queue (ou extrémité caudale), d’une face latérale, d’une face médiale, d’un bord libre et d’un bord 

épididymaire, où débute l’épididyme. Le testicule est composé d’un revêtement séreux 

correspondant au péritoine testiculaire, puis de la tunique albuginée, une membrane fibreuse et 

épaisse. De la partie la plus profonde de cette tunique partent des cloisons qui viennent diviser le 

tissu testiculaire en plusieurs lobules, appelé lobules testiculaires. C’est dans ces lobules que se 

trouvent les tubes séminifères droits et contournés ainsi qu’un tissu glandulaire interstitiel. Les 

tubes séminifères contournés sont le lieu de production des spermatozoïdes. Une fois ceux-ci 

produits ils vont cheminer dans les tubes séminifères droits, qui représentent le tout début des 

voies spermatiques. Ces tubes droits viennent s’anastomoser au niveau du rete testi d’où partent 

les canalicules efférents qui pénètrent dans la tête de l’épididyme. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

L’épididyme est le premier organe des voies spermatiques , les spermatozoïdes y sont en 

parti stockés et y murissent pour devenir fécondants au cours de leur progression. Il est divisé en 

trois portions : la tête, le corps et la queue. La tête reçoit les canalicules efférents de l’extrémité 
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Figure 5 : Coupe longitudinale d’un testicule (réalisation personnelle, d’après Constantinescu 
2007) 
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capitée du testicule, à laquelle elle est rattachée notamment par le ligament de la tête de 

l’épididyme. Ces canalicules se rejoignent pour aboutir à un conduit unique  : le conduit 

épididymaire. Ce conduit mesure 5 à 10 mètres chez le chien et traverse l’ensemble de 

l’épididyme jusqu’à sa queue. Cette dernière contourne l’extrémité caudée du testicule et est 

rattachée à ce dernier par le ligament propre du testicule. Elle est poursuivie par le conduit 

déférent. L’ensemble testicule et épididyme est rattaché à la tunique vaginale par le ligament de la 

queue de l’épididyme. 

Le conduit déférent s’étend de la queue de l’épididyme jusqu’à l’urètre. Il passe donc dans 

le cordon spermatique, traverse l’anneau vaginal et se retrouve à la face dorsale de la vessie. Les 

deux conduits se rapprochent l’un de l’autre en cette portion vésicale. Ils traversent par la suite la 

prostate avant d’atteindre l’urètre. 

 L’urètre est le conduit unique permettant l’excrétion de l’urine et du sperme. Il part du col 

de la vessie et reçoit la terminaison des voies spermatiques, jusqu’à rejoindre le pénis. Il est 

divisible en deux portions : l’urètre pelvien et l’urètre pénien. L’urètre pénien possède dans sa 

paroi un tissu érectile, formant le corps spongieux. 

2.1.1.2) Pénis 

Le pénis est l’organe copulateur du mâle. Chez le chien il est localisé en région sous-

pubienne et est recouvert par le prépuce formant un fourreau autour de l’ensemble du pénis au 

repos. Il est composé du corps spongieux de l’urètre, des corps caverneux et du corps spongieux 

du gland. Le pénis est séparé en 3 parties : le corps encadré d’un côté par la partie libre, terminée 

par le gland, et de l’autre par une partie fixe appelée racine.  

Le corps du pénis est cylindroïde. Sa face ventrale est la face urétrale, tandis que la face 

dorsale, constituant le dos du pénis, contient un large réseau vasculaire. 

La racine du pénis est divisée en deux branches latérales  : les piliers du pénis, couverts par 

les muscles ischio-caverneux. Entre ces deux piliers se situent le bulbe du pénis.  

Chez le chien le gland est très long et occupe toute la partie libre du pénis. Caudalement se 

trouve le bulbe du gland, qui se dilate lors de l’accouplement. Le reste du gland s’appelle la partie 

allongée du gland. Au sein du gland se trouve l’os pénien. En face ventrale  se situe l’ostium de 

l’urètre.  

Les trois muscles principaux du pénis sont : 
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 les muscles rétracteurs du pénis : au nombre de deux, ils interviennent dans le retour en 

position de repos du pénis 

 le muscle bulbo-spongieux : localisé au niveau du corps spongieux 

 les muscles ischio-caverneux : au nombre de deux, ils relient les piliers du pénis aux 

tubérosités ischiatiques, ils interviennent dans le mécanisme de l’érection.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.1.1.3) Glandes annexes 

2.1.1.3.1) Prostate 

 La prostate est une glande composée d’un corps, compact et bilobé, et de lobules 

disséminés sur le trajet de l’urètre. Le corps de la prostate est globuleux et entoure complètement 

la partie initiale de l’urètre. Il mesure 2 à 3 cm. Il est composé de deux lobes, séparés par un net 

sillon médian. La partie disséminée est représentée par quelques lobules. Le parenchyme de la 
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prostate est constitué de plusieurs lobules glandulaires de taille irrégulière, formant des groupes 

de glandes tubulo-alvéolaires se déversant dans l’urètre via un canal collecteur. 

2.1.1.3.2) Glandes préputiales 

 Les glandes préputiales sont localisées au niveau de la lame interne du prépuce. Il s’agit 

d’une glande sébacée particulière, produisant le smegma préputial.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’appareil génital du chien mâle est donc composé de plusieurs organes permettant 

la production et l’émission de spermatozoïdes et également la production de testostérone. 

Mais cet appareil génital est aussi une interface entre le milieu extérieur et l’organisme : le 

pénis, l’urètre et le prépuce sont en contact direct et constant avec une multitude de 

pathogènes. Il en va de même lors de la reproduction où un contact étroit s’établie avec les 

muqueuses de l’appareil génital de la femelle. Enfin, l’appareil génital mâle n’est pas coupé 

de la circulation générale : tout épisode de bactériémie ou virémie est susceptible d’y 

amener des agents pathogènes. 
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2.1.2) DE LA PRODUCTION A L’ EMISSION DU SPERME 

2.1.2.1) Tube séminifère : unité de production des spermatozoïdes 

Au sein des lobules spermatiques se trouvent les tubes séminifères contournés. S’y 

trouvent également des glandes interstitielles, composées des cellules de Leydig, et un stroma, 

composé de tissu conjonctif lâche, associé à des capillaires sanguins et lymphatiques. Les tubes 

séminifères sont entourés (de l’intérieur vers l’extérieur) par : une lame basale sur laquelle 

reposent les cellules de Sertoli, une couche de tissu conjonctif, des cellules myoïdes (cellules 

fusiformes à propriétés contractiles) et d’un stroma conjonctif. L’épithélium des tubes séminifères 

est stratifié et est composé de cellules de soutien, appelées cellules de Sertoli et des cellules 

germinales dont les multiples divisions au cours de la spermatogenèse aboutiront à la production 

de spermatozoïdes (Barone 1978). 
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2.1.2.2) Spermatogenèse 

La spermatogenèse correspond  à l’ensemble des processus physiologiques aboutissant à la 

formation et à la libération de spermatozoïdes matures. Elle est composée de trois étapes  et dure 

environ 60 jours chez le chien (Soares, Avelar, França 2009). 

2.1.2.2.1) Spermatocytogenèse 

Cette première étape a lieu au niveau de la membrane basale des tubes séminifères  

contournés, où se trouvent les spermatogonies. Ces cellules se divisent par mitose aboutissant à la 

production de spermatocytes primaires. Le nombre de spermatogonies est constant. Les 

spermatocytes primaires subissent ensuite une division par méiose, menant à la production de 

spermatocytes secondaires (première division de méiose). A partir de ces spermatocytes 

secondaires, la seconde division de méiose permet d’aboutir à la production de quatre 

spermatides haploïdes (Chłopik, Wysokińska 2020). 

2.1.2.2.2) Spermiogénèse 

Cette seconde étape regroupe l’ensemble des transformations permettant un passage 

d’une spermatide sphérique à un spermatozoïde mature allongé et mobile. Ces étapes consistent 

notamment en la formation de l’acrosome et de l’axonème, en la polarisation du noyau et de 

l’acrosome, initiant la phase d’élongation de la spermiogénèse. A ce stade, le spermatide est relié 

à la cellule de Sertoli via une unique jonction intercellulaire (Wong, Mruk, Cheng 2008). Le noyau 

se condense jusqu’à former la tête du futur spermatozoïde, dont la forme est spécifique d’espèce 

(O’Donnell 2015). 

2.1.2.2.3) Spermiation 

Cette troisième et dernière étape a lieu une fois la spermiogénèse terminée, c’est-à-dire 

lors de l’obtention de spermatozoïdes matures  encore rattachés aux cellules de Sertoli. La 

spermiation correspond à la libération des spermatozoïdes dans la lumière des tubes séminifères, 

après phagocytose du cytoplasme résiduel par la cellule de Sertoli (O’Donnell 2015; H. Chen et al. 

2021). 
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2.1.2.2.4) Les conditions nécessaires à la spermatogenèse 

La spermatogenèse débute lors de la puberté (Lee et al. 2017). Elle est par la suite régulée 

par les sécrétions hormonales. Notamment elle dépend de la sécrétion de FSH (hormone de 

stimulation folliculaire) et d’androgènes, produits localement en réponse à la LH (hormone 

lutéinisante). La régulation de la spermatogenèse se fait principalement via des récepteurs sur les 

cellules de Sertoli. La FSH augmente la production de spermatogonies et de spermatocytes et 

stimule la spermiation. Les androgènes régulent également la prolifération des spermatogonies et 

permettent aux spermatocytes d’accomplir leur méiose et de former des spermatides. Enfin ils 

jouent également un rôle dans le déroulement de la spermiation (O’Shaughnessy 2014). 

La température est également un paramètre clé dans le bon déroulé de la 

spermatogenèse. En effet une augmentation de la température des testicules conduit à une 

diminution de la fertilité avec diminution du nombre de spermatozoïde, voire une stérilité selon la 

durée d’exposition à la chaleur (Wallach, Kandeel, Swerdloff 1988; Lyrio et al. 2023). Cette 
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altération de la fertilité a été démontrée chez le singe et le rat comme étant liée à l’induction 

d’une apoptose des cellules souches par la chaleur, et est réversible (Liu 2010). 

2.1.2.3) Ejaculation 

 L’éjaculation chez le chien se sépare en trois phases. La première phase éjaculée après 

l’intromission du pénis dans le vagin de la femelle est la phase urétrale. Elle provient en grande 

partie de la prostate. Elle est limpide ou légèrement trouble et varie entre 0,5 et 20 ml, voire plus. 

La seconde fraction est la phase spermatique, soit la phase contenant la quasi -totalité des 

spermatozoïdes. Elle est opaque, d’une couleur blanc laiteuse et varie entre 0,5 et 2 ml. Elle est 

constituée des spermatozoïdes stockés dans la queue de l’épididyme et des spermatozoïdes 

produits le jour même. Rapidement après, le chien va effectuer une rotation de 180°, lui  

permettant de se retrouver dos à la femelle. Il va alors émettre la troisième fraction de l’éjaculat, 

qui est la phase prostatique. Elle est limpide, et son volume de plusieurs millilitres peut varier 

selon la durée de l’accouplement (Freshman 2002). 

2.1.2.4) Composition du sperme 

Le sperme du chien est séparé en trois phases comme vu précédemment et est composé 

en partie de spermatozoïdes et de liquide, communément appelé liquide séminal (appellation 

fausse du fait de l’absence de vésicule séminale chez le chien) ou parfois liquide urétral. On 

retrouve également dans le sperme des cellules et débris cellulaires, provenant des voies 

spermatiques. 

La fraction cellulaire mise à part, on va retrouver dans ces phases principalement les 

mêmes molécules dans des proportions différentes. Dans une étude portant sur l’origine de la 

fraction urétrale (England, Allen, Middleton 1990), les trois fractions ont été comparées selon leur 

concentration en protéines totales, calcium, magnésium, phosphore inorganique, créatinine, 

sodium et potassium. On notera que la principale différence réside en une concentration 

protéique totale plus faible de la première phase par rapport aux deux autres. Cette différence 

s’accompagne d’une concentration en créatinine plus importante dans la première phase (voir 

Erreur ! Source du renvoi introuvable.). 
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Tableau 3 : concentrations biochimiques dans les trois fractions de 20 éjaculats canins (England, 
Allen, Middleton 1990) 

 

On retrouve également dans le liquide séminal d’autres ions, tels que du zinc et du cuivre  (Schäfer-

Somi, Palme 2016). 

En ce qui concerne la fraction protéique, l’étude du génome du sperme canin révèle la 

présence de 268 protéines différentes, dont 251 en commun entre la phase spermatique et la 

phase prostatique. Les deux protéines les plus présentes sont l’arginine estérase et les précurseurs 

de la lactotransferrine. Le rôle exact de la première au sein du sperme n’est pas encore connu. 

Quant à la lactotransferrine, elle pourrait refléter la fonction gonadique du chien. Le reste des 

protéines identifiées sont souvent liées à plusieurs fonctions moléculaires  : catalyse, activité 

antioxydante, transduction, ou encore comme protéines de liaison et de structure (Aquino-Cortez 

et al. 2017).  

Le liquide séminal est composé également d’une fraction lipidique, avec la présence 

notamment de cholestérol (Schäfer-Somi, Palme 2016) mais également d’acides gras. 18 acides 

gras ont pu être identifiés, dont 85% d’acide gras saturés (majoritairement des acides oléiques) et 

15% d’acides gras insaturés (par ordre décroissant : acides palmitiques, acides stéariques et acides 

myristiques) (Díaz et al. 2014). Ces acides gras ont aussi été retrouvés dans le sperme d’autres 

espèces, et sont associés à la mobilité du sperme, à sa viabilité et également à la réaction de 

l’acrosome (Hossain et al. 2007; Díaz et al. 2014). 

Plusieurs molécules antioxydantes ont été mises en évidence dans le liquide urétral. S’y 

trouvent des enzymes antioxydantes telles que la superoxyde dismutase, la glutathion peroxydase, 

la glutathion peroxydase de l’hydroperoxyde de phospholipides et des enzymes catalases 

(glutathione peroxidase et superoxide dismutase) (Angrimani et al. 2014; Strzezek et al. 2009). Des 

antioxydants de faibles poids moléculaires ont également été identifiés, tels que le L-glutathione, 

L-ergothione et l’acide L-ascorbique (Strzezek et al. 2009). Tous ces éléments antioxydants 
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permettent au liquide urétral de protéger les spermatozoïdes des réactions d’oxydation, telles que 

les dégradations mitochondriales et la peroxydation lipidique (Vieira et al. 2018). 

 

 

 

  

La spermatogenèse a lieu dans les tubes séminifères, contenus dans les testicules. La 

spermatogenèse est hormonodépendante. Elle dépend également de la température. Elle se 

déroule en trois étapes : 

 Spermatocytogénèse : succession de divisions mitotiques puis méiotique, aboutissant 

à la production de spermatides haploïdes immatures. 

 Spermiogénèse : transformation des spermatides immatures en spermatozoïdes 

matures. 

 Spermiation : libération des spermatozoïdes dans la lumière des tubes séminifères. 

Les spermatozoïdes sont émis lors de l’éjaculation. Chez le chien elle est composée de 3 

phases : la phase urétrale, la phase spermatique et la phase prostatique. Le sperme voit sa 

composition varier légèrement entre ces trois phases. Il est composé notamment d’ions, de 

lipides, de protéines et s’y trouvent des antioxydants, ayant un rôle de protection de 

spermatozoïdes. 
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2.2) INTERACTIONS SPERME-VIRUS 

 Le sperme peut être une matière virulente et être à l’origine d’une contamination de la 

femelle, que ce soit lors d’un accouplement naturel ou lors d’insémination artificielle. Le premier 

objectif de ce paragraphe est d’étudier les éventuelles transmissions vénériennes d’herpèsvirus, 

vectorisés par le sperme. Pour cela un état des lieux des connaissances chez différentes espèces 

sera réalisé. Le second objectif est de faire un état des lieux des connaissances actuelles sur 

l’immunité antivirale et sur l’immunité de l’appareil génital mâle. Enfin le troisième objectif est de 

s’intéresser à l’impact modulateur du sperme sur les infections virales. 

 2.2.1) TRANSMISSION VENERIENNE D’HERPESVIRUS VIA LE SPERME  

En l’absence d’information dans la littérature sur le risque de transmission de l’herpèsvirus  

canin par le sperme lors de la reproduction, il nous a paru intéressant de collecter les informations 

disponibles chez d’autres espèces. De ce fait, plusieurs herpèsvirus ont pu être identifiés dans le 

sperme chez différentes espèces, associés parfois à un risque avéré de transmission par ce biais. 

Les objectifs sont :  

 L’identification des herpèsvirus qui ont été mis en évidence dans le sperme, et quelles ont 

été les techniques utilisées 

 La recherche de cas décrits de transmission d’herpèsvirus via le sperme  

 L’étude de la position extracellulaire ou intracellulaire des herpèsvirus par rapport aux 

spermatozoïdes et quelles sont les techniques associées  

Quatre espèces ont été retenues. Il s’agit de l’Homme, du bovin, du porc et du cheval. Au moins 

un type herpèsvirus a été mis en évidence dans le sperme pour chacune de ces espèces. 

 2.2.1.1) Chez l’homme  

Vingt-sept virus ont pu être identifiés dans le sperme humain au cours des dernières 

années. Parmi ceux-ci, se trouvent tous les herpèsvirus humains, au nombre de 8 (HSV-1, HSV-2, 

VZV, EBV, HHV-6–8, and HCMV). Les herpèsvirus humains représentent un risque important pour 

la fertilité en altérant les caractéristiques du sperme et des spermatozoïdes (de Albuquerque et al. 

2022).  



- 44 - 

 

Les herpèsvirus simplex 1 et 2, sont des Alphaherpesvirus, du genre Simplexvirus. Ils sont à 

l’origine de lésions buccales (herpès labial), souvent lié au HSV-1 ou de lésions génitales (herpès 

génital), plus souvent liées au HSV-2. Ces virus sont transmissibles par contact avec les lésions et 

notamment lors des rapports sexuels (Kaspersen, Höllsberg 2013). Les deux virus ont été identifiés 

à plusieurs reprises dans le sperme humain (de Albuquerque et al. 2022). Plusieurs techniques ont 

été utilisées : PCR (Wald et al. 1999; Bezold et al. 2001; Neofytou et al. 2009), PCR multiplexe et 

PCR nichée (Tavakolian et al. 2021). 

Une seule étude datant de 1989 décrit la transmission du virus HSV-2 via le sperme d’un 

donneur. Le virus a pu être identifié au niveau du col de l’utérus de la receveuse par analyse des 

isolats du HSV-2 après digestion par des enzymes de restriction (Moore et al. 1989). Néanmoins la 

voie principale de transmission du virus étant liée aux muqueuses, il est difficile d’estimer le  risque 

de transmission par le sperme seul (Kaspersen, Höllsberg 2013). Par la suite il a été montré que le 

virus était capable de se lier à la membrane plasmique des spermatozoïdes (Pallier et al. 2002) et 

également que le virus pouvait être internalisé dans la tête du spermatozoïde (Bocharova et al. 

2007). 

  Le virus Varicelle-Zona (VZV) est un Alphaherpesvirus, du genre Varicellovirus, responsable 

de la varicelle lors de sa primo-infection, puis de zona lors de ses réactivations. Il a été mis en 

évidence dans le sperme à quelques reprises, par PCR et PCR nichée (Neofytou et al. 2009; 

Behboudi et al. 2019), mais sa présence y reste controversée (Kaspersen, Höllsberg 2013; 

de Albuquerque et al. 2022). 

Le cytomégalovirus humain (HCMV) est un Bétaherpesvirus, du genre Cytomégalovirus. Le 

virus est souvent à l’origine d’infection asymptomatique, mais peut être associé à des 

complications chez les individus immunodéprimés, le HCMV pouvant toucher quasiment tous les 

organes. Dans le cas de transmission verticale, l’infection chez le nouveau-né peut être associée à 

de graves séquelles. Le virus est excrété dans la majorité des fluides de l’organisme, y compris 

dans le sperme, où il a été mis en évidence par PCR et PCR nichée (Neofytou et al. 2009; Eggert-

Kruse et al. 2009; Gimenes et al. 2014). Le virus peut être attaché à la membrane des 

spermatozoïdes et pénétrer à l’intérieur (Pallier et al. 2002). Néanmoins, la transmission par voie 

sexuelle ne semble pas être la plus fréquente (Eggert-Kruse et al. 2009). Le virus est également en 

mesure d’infecter les cellules germinales, et a été retrouvé par immunomarquage dans les 

spermatides, les spermatogonies, les spermatocytes et enfin les spermatozoïdes. Les virions ont 
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pu être visualisé en localisation intracellulaire par microscopie électronique (Naumenko et al. 

2011). 

Le virus de l’herpèsvirus humain 6 (HHV-6) regroupe 2 virus, le HHV-6A et le HHV-6B, mais 

les méthodes d’analyses les plus fréquemment utilisées ne permettent pas de les différencier. Ce 

sont deux Betaherpesvirus, du genre Roseolovirus. L’infection cause un exanthème subit. Le virus 

est retrouvé dans la salive, qui est suspectée comme étant la matière virulente principale 

(Kaspersen, Höllsberg 2013). Le virus est fréquemment retrouvé dans le sperme (de Albuquerque 

et al. 2022), notamment par analyse PCR (Bezold et al. 2001; Godet et al. 2015). Une analyse par 

microscopie confocale (microscopie à fluorescence) du sperme infecté a mis en évidence un lien 

entre le virus et l’acrosome des spermatozoïdes, suggérant l’existence d’un récepteur spécifique 

exploité par le virus (Kaspersen et al. 2012). De plus, le HHV-6 est capable d’intégrer son génome 

dans celui des cellules qu’il infecte. Godet et al ont étudié la présence de HHV-6 intégré 

chromosomiquement dans les spermatozoïdes. Certains résultats sont en faveur d’une intégration  

du génome du HHV-6 dans le génome du spermatozoïde, mais des études supplémentaires sont 

nécessaires pour l’affirmer. Ces résultats se basent sur la charge virale qui serait plus importante 

dans le cas où le génome viral serait intégré dans le génome du spermatozoïde (Godet et al. 2015). 

L’herpèsvirus humain 7 (HHV-7) est un Bétaherpesvirus, du genre Roseolovirus, proche du 

HHV-6. La majorité des infections par ce virus sont asymptomatiques. Il a été détecté dans le 

sperme, par PCR et microarrays, mais le risque de transmission sexuelle n’a pas été étudiée 

(Kaspersen et al. 2012; Kaspersen, Höllsberg 2013). 

Le virus d’Epstein-Barr est un Gammaherpesvirus, du genre Lymphocryptovirus. Il infecte 

principalement les lymphocytes B. Il est à l’origine de la mononucléose. Sa transmission se fait 

principalement par la salive mais peut également être sexuelle (Kaspersen, Höllsberg 2013). Le 

virus a été mis en évidence dans le sperme à plusieurs reprises par PCR (Bezold et al. 2001; 

Neofytou et al. 2009; Thomas et al. 2006). La transmission lors de rapport sexuel semble possible, 

mais la salive reste la matière virulente principale (Thomas et al. 2006). La transmission par le 

sperme semble également possible, même si non prouvée, mais serait rare (Houen, Trier 2020). 

L’herpèsvirus humain 8 (HHV8) est une Gammaherpesvirus, du genre Rhadinovirus. Il est 

aussi appelé herpèsvirus associé au sarcome de Kaposi (KSHV), du fait de son implication dans le 

développement de sarcome de Kaposi chez les individus positifs au virus de l’immunodéficience 
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humaine (VIH) (Kaspersen, Höllsberg 2013). Ce sarcome est une tumeur de bas grade, touchant la 

peau, les muqueuses et les viscères, se manifestant par des macules évoluant en plaques puis en 

nodules (Radu, Pantanowitz 2013). Le virus a été identifié dans le sperme, notamment dans le 

sperme des individus séropositifs au VIH. De plus, lors d’analyses par PCR nichée, PCR in situ et par 

isolement d’ADN, il a été montré que le virus s’associe aux cellules séminales (cellules 

mononuclées et spermatozoïdes), et est en capacité de venir infecter des cultures cellulaires. Il 

semble donc que le HHV-8 soit capable d’infecter le sperme, de se lier aux spermatozoïdes et 

d’être transmis par ce biais (Bagasra et al. 2005). 

 2.2.1.2) Chez le bovin 

 Plusieurs herpèsvirus ont été identifiés chez le bovin. Leur impact économique sur la 

reproduction étant important, le risque de transmission par le sperme a été plusieurs fois étudié. 

L’Alphahèrpesvirus bovin de type 1 (BoHV-1), comme le CHV-1, est un herpèsvirus 

appartenant à la sous-famille des alpha-herpesviridae et au genre Varicellovirus. Il est responsable 

de la rhinotrachéite infectieuse bovine. Le virus a été découvert initialement sur des animaux 

présentant une atteinte respiratoire haute, mais le tableau clinique est large. Il peut se traduire 

par des atteintes de l’appareil reproducteur associées parfois à des troubles de la reproduction. 

Les animaux peuvent également être asymptomatiques. Le virus est capable d’entrer en latence 

dans les ganglions nerveux (van Oirschot 1995)..  

Le virus a été mis en évidence dans le sperme par plusieurs méthodes, notamment par 

isolement viral et par PCR. Il a également été mis en évidence via amplification isotherme médiée 

par boucle (LAMP) (Pawar et al. 2014; Ali et al. 2022). Il a été mis en évidence chez les taureaux 

présentant des symptômes mais aussi chez des animaux asymptomatiques. La transmission du 

virus est possible via le sperme, notamment lors d’insémination artificielle à partir de sperme 

infecté par le virus (van Oirschot 1995).  

En ce qui concerne le lieu de réplication du virus au sein d’appareil génital du taureau, 

l’hypothèse principale est une contamination du liquide séminal en contact de la muqueuse 

préputiale et pénienne lors de l’éjaculation (van Oirschot 1995). Une analyse de sperme de 

taureau infecté par BoHV-1, par immunofluorescence directe et indirecte a permis de mettre en 

évidence la présence du virus dans le liquide séminal et au niveau de la tête du spermatozoïde, 

sans pouvoir établir si le virus est attaché à la surface ou présent dans le cytoplasme (Elazhary et 
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al. 1980). Une étude plus récente a pu mettre en évidence la présence de virus dans les tissus 

testiculaires et épididymaires, suggérant que ceux-ci soient également des lieux de réplication du 

virus (Dias Queiroz-Castro et al. 2021). Enfin le virus se lie avec les spermatozoïdes par le biais des 

glycoprotéines gC et gD, mécanisme comparable avec celui permettant au virus de se lier avec les 

cellules qu’il infecte (Tanghe et al. 2005). 

L’herpèsvirus bovin de type 5 (BoHV-5) est également un alphaherpesvirus du genre 

Varicellovirus. Il est responsable de l’encéphalite herpétique bovine, mais également a été mis en 

cause dans certaines atteintes respiratoires ou lors de troubles de la reproduction (Favier, Marin, 

Pérez 2012). Les premières mises en évidence de ce virus dans le sperme ont fait suite à de 

nouvelles analyses d’échantillons faussement positifs à BoHV-1. En effet ces échantillons ont été 

montrés positifs à BoHV-5 et non pas à BoHV-1 (Esteves et al. 2003; Gomes et al. 2003). Il a 

également été montré que des infections par BoHV-5 avaient eu lieu suite à une contamination 

par du sperme infecté au cours d’insémination artificielle, le BoHV-5 ayant été identifié par PCR et 

analyse par enzymes de restriction (Kirkland et al. 2009). 

Un troisième herpèsvirus bovin, le BoHV-4, a été retrouvé dans le sperme de taureau 

(Morán et al. 2013). Il s’agit d’un cytomégalovirus, parfois impliqué dans les troubles de la 

reproduction, mais il s’agit surtout d’un co-facteur dans le développement de réaction 

inflammatoires liées à des bactéries (Chastant-Maillard 2015). Son impact sur la reproduction est 

moindre que les deux virus cités précédemment, pouvant expliquer le peu de recherches ayant 

été réalisées sur la transmission de ce virus par le sperme au cours de la reproduction. 

 2.2.1.3) Chez le porc 

Le virus de la pseudorage ou virus de la maladie d’Aujeszky (PRV) est un alphaherpesvirus, 

du genre Varicellovirus. La maladie est connue depuis le XIXème siècle, mais a vraiment été décrite 

à partir du début du XXème. L’hôte principal du virus est le porc, mais le virus est capable 

d’infecter d’autres vertébrés. La maladie se manifeste chez le porc par une atteinte du système 

nerveux central, ou une atteinte respiratoire, et peut se révéler mortelle, notamment chez le 

jeune. La maladie peut aussi être à l’origine de troubles de la reproduction. La maladie a un impact 

économique important, liée à la perte d’état des porcs, à la mortinatalité et les troubles de la 

reproduction (Pomeranz, Reynolds, Hengartner 2005). 
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Le virus a été mis en évidence dans le sperme du verrat, par isolement viral dans un 

premier temps (Vannier, Gueguen 1979; Medveczky, Szabó 1981). Guérin et al, utilisent pour la 

première fois la PCR pour mettre en évidence le virus dans du sperme de verrat artificiellement 

infecté (Guérin et al. 1995). Par la suite la sensibilité plus importante de la PCR par rapport à 

l’isolement viral pour la mise en évidence du virus dans le sperme du verrat a été démontrée 

(van Rijn et al. 2004). 

 Dans une étude de 1987, une truie contaminée par du sperme de verrat artificiellement 

infecté par le virus a avorté et des antigènes viraux ont été retrouvés au niveau du vagin et des 

ganglions nerveux (Dieuzy, Vannier, Jestin 1987). Du fait de l’impact économique majeur de la 

maladie, le statut des verrats utilisés pour l’insémination artificielle est contrôlé (Althouse, Rossow 

2011; Madsen 2005). Le risque de contamination via du sperme infecté est une possibilité, les 

verrats contaminés sont donc exclus de la reproduction.  

2.2.1.4) Chez les équidés 

 L’herpèsvirus équin de type 1 (EHV-1), est un alphaherpesvirus, du genre Varicellovirus. Il 

entraine une atteinte respiratoire, une atteinte nerveuse et est également responsable de 

troubles de la reproduction. Il est hautement contagieux (Réseau d’Epidémio-Surveillance en 

Pathologie Équine 2024). 

Le virus a été isolé dans l’épididyme et dans le testicule, avec réplication au sein des 

cellules endothéliales. Au cours de cette étude le virus a également pu être isolé du sperme 

(Tearle et al. 1996). Le virus a également pu être identifié dans le sperme par analyse PCR (Hebia-

Fellah et al. 2009; Walter et al. 2012; Holz et al. 2019). Aucun cas de contamination par du sperme 

infecté n’a été décrit, mais le sperme reste une matière virulente suspectée.  

A l’inverse, l’herpèsvirus équin de type 4 (EHV-4) est également un alphaherpesvirus, du 

genre Varicellovirus. Il est responsable d’atteintes respiratoires et dans de rares cas a été associé à 

des avortements. Ce virus a un impact économique moins important que l’EHV-1. Il n’a pas été mis 

en évidence dans le sperme (Hebia-Fellah et al. 2009). 

L’herpèsvirus équin de type 3 (EHV-3) est également un alphaherpesvirus, du genre 

Varicellovirus. Il est responsable de l’exanthème coïtal équin, une maladie vénérienne caractérisée 

par des lésions de l’appareil génital externe des étalons et des juments (Barrandeguy, Thiry 

2012). Une potentielle contamination du sperme par contact avec les lésions est suspectée, mais 

non démontrée (Metcalf 2001). 
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2.2.2) IMMUNITE ASSOCIEE A LA PRODUCTION ET L’EMISSION DU SPERME 

2.2.2.1) Rappels sur l’immunité, en particulier l’immunité antivirale 

L’immunité regroupe l’ensemble des mécanismes biologiques qui permettent à l’organisme 

d’assurer sa protection et sa survie en éliminant ses propres constituants altérés ou les agents 

étrangers, notamment infectieux, qui représenteraient une menace. Pour cela un ensemble 

d’organes, tissus, cellules et molécules va être impliqué et représente ce que l’on appelle le 

système immunitaire. Le mode d’action de ce système immunitaire se divise en deux systèmes de 

défense : l’immunité innée et l’immunité acquise. Certains éléments seront spécifiques de la 

protection de l’organisme face aux virus (pour revue Marcelain et al. 2018). 

2.2.2.1.1) Immunité innée 

L’immunité innée est non adaptative et est une réponse immédiate. Elle est basée sur la 

reconnaissance par les cellules de l’immunité du soi et du non-soi. Elle constitue la première ligne 

de défense, elle active et régule la réponse immunitaire adaptative. Elle est régie par des 

mécanismes cellulaires et humoraux. Parmi les cellules de l’immunité innée on retrouve  : les 

granulocytes, les macrophages et monocytes, les mastocytes, les cellules dendritiques, ainsi que 

les lymphocytes Natural Killer (NK). Les mécanismes humoraux impliquent de nombreuses 

molécules. Parmi celles-ci on retrouve le système du complément, composé de protéines. Le 

Le risque de transmission d’herpèsvirus lors de la reproduction est avéré, et ce, chez 

différentes espèces. La transmission est possible par contact entre les muqueuses mais aussi 

via le sperme contenant le virus. Il a été établi pour certains herpèsvirus, y compris des 

alphaherpèsvirus, une capacité d’adhérer à la surface des spermatozoïdes, et pour d’autres 

leur capacité à même pénétrer et infecter le spermatozoïde. Différentes techniques ont été 

utilisées pour mettre en évidence le virus dans le sperme et pour y localiser le virus (voir 

paragraphe 2.3). 

Face à ce risque de transmission virale par le sperme, il est essentiel de comprendre 

les mécanismes de défense mis en place par l'organisme. L'immunité antivirale, et plus 

spécifiquement l'immunité propre à l'appareil génital mâle, joue un rôle clé dans la 

protection contre les infections virales, y compris celles liées aux herpèsvirus.  
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système du complément possède trois voies d’activation (la voie classique, la voie des lectines et 

la voie alterne), aboutissant à la formation d’un complexe d’attaque membranaire capable de 

lyser les micro-organismes infectieux. Le second groupe de molécules impliquées dans l’immunité 

innée sont les cytokines qui viennent cibler les cellules de l’immunité innée, les cellules 

endothéliales ou certains organes. Elles sont produites par toutes les cellules précédemment 

citées ainsi que les cellules endothéliales et épithéliales. Les cytokines (interférons (IFN), 

interleukines (IL), transforming growth factor (TGF) ;…) sont séparées en trois grandes catégories : 

les cytokines pro-inflammatoires (TNF, IL-6, IL-12, IFNα, IFNβ, IFNγ, IL-1 ;…) les chimiokines (IL-

8 ;…) et les cytokines régulatrices de l’inflammation (IL-10, TGFβ,…). L’immunité innée passe aussi 

par la sécrétion d’enzymes et peptides antimicrobiens par les polynucléaires et les mastocytes, qui 

agissent directement sur les agents pathogènes (pour revue Marcelain et al. 2018). 

Plusieurs éléments de l’immunité innée vont jouer un rôle important dans la protection de 

l’organisme face aux virus. C’est le cas des interférons de type I (IFN-1). Ils sont produits par les 

cellules infectées par des virus en réponse aux ARN viraux et par les cellules dendritiques 

plasmocytoïdes (dont l’origine est lymphoïde). Les INF-1 ont une activité antivirale en venant 

notamment interférer avec la production des virus, en inhibant la synthèse de leurs protéines, en 

limitant la pénétration des virus au sein des cellules, etc. Ils améliorent également la présentation 

d’antigène, activent les cellules NK et les lymphocytes B et prolongent la survie des lymphocytes T. 

Les cellules NK ont également un rôle clé dans la réponse innée antivirale en venant lyser les 

cellules infectées par les virus. Elles sécrètent également l’IFNγ qui activent les macrophages, qui 

eux-mêmes produisent l’IL-12 activant les cellules NK, s’additionnant à l’activation par les IFN-I. 

Les cellules dendritiques vont conditionner la réponse adaptative afin de cibler les virus en 

activant et orientant les réponses B et T (pour revue Marcelain et al. 2018).  

2.2.2.1.2) Immunité adaptative 

 A l’inverse de l’immunité innée, l’immunité adaptative est spécifique de l’antigène et elle 

est plus tardive. Elle est principalement cellulaire et ses cellules majeures sont les lymphocytes B 

et T. Ces lymphocytes sont porteurs d’un seul type de récepteur capable de reconnaître un 

antigène précis. Les lymphocytes B peuvent muter après activation en plasmocytes ou en cellules 

B mémoires. Les plasmocytes sont responsables de la réponse humorale via la production 

d’immunoglobulines (Ig). Les immunoglobulines sont des glycoprotéines capables de se lier 
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spécifiquement à un antigène via leur activité d’anticorps. Une immunoglobuline possède une 

partie constante, déclinée en 5 classes (IgG, IgA, IgM, IgD, IgE) et une partie variable, responsable 

de l’activité anticorps. Les lymphocytes T sont responsables de la réponse cellulaire (production de 

cytokines, organisation des réponses immunitaires, induction de l’apoptose). Les lymphocytes T 

sont séparés en deux grandes catégories : les lymphocytes T CD4+ et T CD8+. Les lymphocytes 

CD4+ se différencient après activation en lymphocytes auxiliaires (Th) ou lymphocytes régulateurs 

(Treg). Les lymphocytes T CD8+ évoluent après activation en lymphocytes T CD8+ cytotoxiques. 

L’immunité adaptative est à l’origine d’une mémoire immunitaire permettant, en cas de seconde 

rencontre avec le même antigène, une réponse plus rapide et plus intense grâce à des 

lymphocytes mémoires. C’est ce même principe de mémoire immunitaire qui est exploité dans le 

cas de la vaccination (pour revue Marcelain et al. 2018). 

 L’immunité spécifique antivirale est caractérisée par la réponse humorale et la réponse T 

CD8+. Une réponse humorale rapide permet de neutraliser le virus en l’empêchant de se lier et de 

pénétrer au sein des cellules, en l’opsonisant ou en activant le système du complément. Cette 

réponse humorale précoce est possible grâce aux anticorps neutralisants, produits notamment 

lors de la vaccination. La réponse T CD8+ est importante dans l’immunité antivirale car ce sont les 

lymphocytes T CD8 cytotoxiques qui sont en mesure de détruire les cellules infectées par les virus. 

Leur activation passe par la production de cytokines par les lymphocytes Th1. Les lymphocytes T 

CD8 cytotoxiques produisent également de l’IFNγ et du TNFα, participant à l’activité antivirale. 

Certains lymphocytes T CD8 spécifiques persistent après l’infection virale sous forme de 

lymphocytes T CD8+ mémoires. Ces lymphocytes seront activés en cas de nouveau contact avec 

l’antigène, permettant une réponse plus rapide (production de cytokines, prolifération,…) (pour 

revue Marcelain et al. 2018). 

2.2.2.2) Immunité de l’appareil génital mâle 

2.2.2.2.1) Immunité du testicule 

La production de nouvelles cellules germinales à partir de la puberté est à l’origine de 

l’apparition de nouveaux antigènes, n’étant pas reconnus comme des antigènes du soi par le 

système immunitaire. Ainsi, en cas de rencontre entre les cellules immunitaires et ces antigènes, 

ils seront identifiés comme appartenant au non-soi et les cellules germinales seront détruites, 

aboutissant à terme à une infertilité. L’immunité testiculaire est donc en équilibre entre 
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l’élimination des agents pathogènes et la tolérance face aux antigènes des cellules germinales 

(Fijak, Bhushan, Meinhardt 2011).  

L’immunité testiculaire et sa régulation sont associées à une barrière, appelée barrière 

hémato-testiculaire, présente au sein des tubes séminifères. 

 

2.2.2.2.1.1) Barrière hémato-testiculaire 

La barrière hémato-testiculaire est présente chez les Mammifères. Elle se situe vers la base 

des tubes séminifères, et divise ainsi l’épithélium en deux compartiments distinct  : basal et 

adluminal (ou apical). Dans le compartiment basal vont être retrouvés les spermatogonies et 

certains spermatocytes, tandis que dans le compartiment adluminal se retrouvent les autres 

spermatocytes (primaire et secondaire) et les spermatides. La barrière hémato-testiculaire a alors 

pour rôle d’empêcher le contact entre les cellules germinales localisées dans le compartiment 

adluminal des tubes séminifères et les vaisseaux sanguins et lymphatiques (Mruk, Cheng 2015). 

La barrière hémato-testiculaire est composée des cellules de Sertoli et comporte 4 

jonctions cellulaires différentes : jonctions serrées, desmosomes, jonctions gap et spécialisation 

ectoplasmique, les plus importantes étant les jonctions serrées. Leur rôle est de permettre le 
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Figure 9 : Compartimentation immunologique du testicule (réalisation personnelle, d'après Hedger 2015) 
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passage extrêmement sélectif de certaines molécules dans le compartiment adluminal (Mruk, 

Cheng 2015). 

Cette barrière est en perpétuelle construction et déconstruction afin de permettre le 

passage des cellules impliquées dans la spermatogenèse du compartiment basal au compartiment 

adluminal, tout en maintenant un compartiment immunologique privilégié (Cheng, Mruk 2012). 

2.2.2.2.1.2) Système immunitaire du testicule 

 L’immunité innée et l’immunité acquise jouent un rôle important dans l’immunité 

testiculaire. De nombreuses cellules immunitaires sont impliquées, dont le rôle est, dans les 

conditions physiologiques normales, de venir maintenir un environnement privilégié. Pour cela la 

suppression des cellules pro-inflammatoires ou la sécrétion de molécules anti-inflammatoires est 

hautement privilégiée. Plusieurs populations cellulaires se retrouvent autour des tubes 

séminifères, avec une activité permettant le maintien de cet environnement, telles que les 

macrophages, les lymphocytes, les cellules dendritiques, et les mastocytes. Cette immunité a 

surtout été étudiée chez l’Homme, lors d’études sur l’infertilité masculine.  

Les macrophages testiculaires, comme les autres, sont séparés en deux catégories, une 

catégorie pro-inflammatoire (M1) et une catégorie anti-inflammatoire (M2). Cette deuxième 

catégorie est notamment caractérisée par sa haute production de cytokines anti -inflammatoires, 

notamment les interleukines 10 (IL-10) et les transforming growth factor beta (TGF-β), production 

qui persiste même face à une stimulation pathogène. Mais les macrophages sont aussi capables de 

produire des cytokines pro-inflammatoires sous l’influence de facteurs de régulation négatifs, 

telles que les interleukines 1 béta (IL-1β) et TNF-α (Fang et al. 2021). De plus les macrophages 

testiculaires ont été identifiés dans des localisations précises au sein du testicule. Une première 

population se trouve dans le compartiment interstitiel, et leur origine serait embryonnaire, c ’est-à-

dire qu’ils ne dérivent pas de macrophages issus de la lignée sanguine et qu’ils sont présents dès la 

naissance. La seconde population a été identifiée dans le compartiment tubulaire, autour des 

tubes séminifères. Ces macrophages proviennent eux de la moelle osseuse et n’apparaissent qu’à 

partir de la puberté (Mossadegh-Keller et al. 2017). Ainsi le rôle du macrophage au sein du 

testicule n’est pas uniquement une régulation de l’immunité mais il a aussi un rôle dans 

l’organogenèse, dans la synthèse de testostérone et dans la spermatogenèse (Fang et al. 2021). 
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Les lymphocytes ayant un rôle dans l’immunité testiculaire sont notamment les 

lymphocytes T régulateurs (T-regs), qui inhibent l’action des lymphocytes T en conditions 

physiologiques et augmentent leur nombre en cas de réaction inflammatoire. L’apoptose des 

lymphocytes T est fréquemment induite au sein du testicule afin de conserver un environnement 

immunitaire favorable à la spermatogenèse. Les lymphocytes B quant à eux ne sont pas présents 

au sein des testicules dans les conditions physiologiques (Fang et al. 2021). 

Les cellules dendritiques sont également présentes au sein des espaces interstitiels du 

testicule, sous forme immature. Leur nombre augmente et elles deviennent matures en cas de 

réaction inflammatoire. Elles diminuent les réactions auto-immunes en tolérant les auto-antigènes 

vis-à-vis des lymphocytes T (Fang et al. 2021). 

Les mastocytes sont rencontrés en faible quantité en conditions physiologiques. Une 

augmentation de leur population a été corrélée à une altération de la spermatogenèse et les 

paramètres du sperme étaient améliorés en présence d’un bloqueur de mastocyte (Fang et al. 

2021). 

Les cellules de Leydig et les cellules de Sertoli ont aussi un rôle dans l’immunité testiculaire. 

En effet, les cellules de Leydig produisent de la testostérone qui inhibe la réponse immunitaire 

face aux auto-antigènes et en cas d’invasion microbienne elles sécrètent des facteurs antiviraux 

(TNF-α, interféron α), des facteurs pro-inflammatoires (IL-1β) ou des facteurs anti-inflammatoires 

(IL-6). Les cellules de Sertoli, en plus de leur rôle crucial dans la barrière hémato-testiculaire, sont 

en mesure de sécréter des cytokines, principalement anti-inflammatoires, mais dans certaines 

conditions des facteurs pro-inflammatoires peuvent aussi être produits (Fang et al. 2021). 

2.2.2.2.2) Immunité des voies spermatiques et de la prostate (pour revue Hedger 2015) 

L’immunité de l’appareil génital mâle appartient au système immunitaire des muqueuses. 

En effet la muqueuse tapissant les voies spermatiques est une frontière entre le milieu extérieur 

et l’organisme. Les cellules épithéliales possèdent des récepteurs pour les signaux de danger (Silva 

et al. 2020).  Ce système immunitaire permet des interactions entre les antigènes et les cellules de 

l’immunité (cellules dendritiques, macrophages, lymphocytes,…). Il permet en même temps de 

conserver un certain degré de tolérance face aux divers antigènes, afin de ne pas initier de 

réaction allergiques. Contrairement à d’autres organes dont le système immunitaire muqueux est 



- 55 - 

 

plus développé et plus étudié, aucun tissu lymphoépithélial associé aux muqueuses (MALT) n’a été 

décrit au sein de l’appareil génital mâle, n’excluant toute fois pas l’existence de structures 

similaires ou analogues. 

Au niveau de l’épithélium de l’épididyme se trouve une barrière hémato-épididymaire, qui 

semble moins imperméable que la barrière hémato-testiculaire. Cette barrière limite le passage 

des immunoglobulines dans la lumière de l’épididyme. De plus elle n’empêche pas la présence de 

macrophages et lymphocytes au sein de l’épithélium. Les cellules  immunitaires qui y sont les plus 

fréquemment retrouvées sont les lymphocytes T CD8+, comme souvent dans les épithéliums 

muqueux. Chez la souris, des cellules dendritiques ont été identifiées au niveau de l’épithélium 

épididymaire. Les cellules immunitaires se trouvent dans l’ensemble de l’épididyme, mais leur 

nombre et activité sont plus marqués  en région péritubulaire et au niveau de la tête qu’en région 

caudale. A l’inverse les cellules dendritiques intraépithéliales sont particulièrement actives au 

niveau de la tête de l’épididyme. Des barrières similaires à la barrière hémato-épididymaire se 

trouvent au niveau de l’ensemble des voies spermatiques et de la prostate (Shang et al. 2015). Au 

niveau du conduit déférent, de l’urètre et de la prostate, se trouvent principalement des 

lymphocytes T CD8+. Les macrophages sont plus rares au niveau épithélial, mais se retrouvent 

dans le stroma, y compris en conditions physiologiques non-inflammatoires. 
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2.2.3) MODULATION DES INFECTIONS VIRALES PAR LE SPERME 

 Comme présenté plus tôt dans cette partie, le sperme est composé d’une multitude de 

molécules et d’ions. Il est probable que certains de ces composés offrent une certaines protection 

aux spermatozoïdes face aux agents pathogènes. La question se pose alors de savoir si le sperme 

est en mesure d’interagir avec les virus qu’il rencontre et de quelle façon. 

Nous verrons que le sperme ne représente pas seulement un vecteur potentiel de virus. Il 

joue aussi un rôle important dans l’inhibition ou au contraire l’exacerbation des infections virales. 

L’action du sperme sur les infections virales dépend de sa composition, du virus et probablement 

de l’espèce ciblée.  

La quasi-totalité des études répertoriées et présentées ci-après portent essentiellement sur 

l’Homme. Le nombre de recherche reste néanmoins limité. Ainsi ce  paragraphe fait le point sur les 

connaissances actuelles d’un effet modulateur du sperme ou du liquide séminal sur l’ensemble 

des virus, sans restreindre la recherche uniquement aux herpèsvirus. 

  

Le système immunitaire (SI) regroupe l’ensemble des mécanismes (chimique et 

cellulaire) protégeant l'organisme en éliminant les constituants altérés ou les agents 

pathogènes. Il possède deux systèmes de défenses complémentaires : l’immunité innée et 

l’immunité acquise. Ces deux systèmes possèdent des acteurs adaptés à la lutte contre les 

bactéries et/ou virus. 

L’appareil génital mâle est protégé des agents pathogènes par le SI, comme le sont 

tous les autres organes. Une grande partie de l’appareil génital s’inscrit dans l’immunité des 

muqueuses, du fait de son rôle d’interface et de barrière avec le milieu extérieur. A cette 

protection s’ajoute la nécessité d’une tolérance face aux antigènes des cellules germinales et 

des spermatozoïdes, au risque sinon d’entrainer leur destruction par le SI et une infertilité. 

Des barrières, composées de jonctions serrées, se retrouvent tout le long de l’appareil 

génital. La principale est la barrière hémato-testiculaire, permettant un passage ultra-

sélectif d’éléments vers la lumière des tubes séminifères. Au sein des  testicules le SI 

participe au maintien d’un environnement privilégié, avec un rôle anti-inflammatoire et 

régulateur  marqué. 
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2.2.3.1) Inhibition des infections virales par le sperme 

Chez l’homme, plusieurs facteurs d’inhibition virale, variables selon le virus étudié, ont pu 

être identifiés. Les études initiales portent surtout sur l’interaction entre le sperme et le virus de 

l’immunodéficience humain (VIH), dont la transmission par le sperme est l’une des voies de 

contamination majeure. Ainsi, il a été montré que certains peptides, dérivés de la séménogéline et 

faisant partis de la fraction des polypeptides cationiques du liquide séminal, ont une action 

inhibitrice de l’activité du VIH (Martellini et al. 2009). Egalement, les exosomes, petites 

nanovésicules extracellulaires contenant diverses molécules que l’on retrouve dans le sperme, 

sont inhibiteurs de l’infection par le VIH (Ouattara, Anderson, Doncel 2018).  

L’interaction virus et sperme a également permis de montrer l’existence d’un composé 

présent dans le liquide séminal, provenant probablement du liquide prostatique, qui possède un 

effet antiviral actif sur plusieurs virus, dont le virus ourlien, responsable de la maladie des oreillons 

et les herpèsvirus simplex humain (Chen et al. 2021). Une étude approfondie du liquide 

prostatique met en évidence qu’il possède un composé cytotoxique et un autre composé, cette 

fois-ci virucide. L’action combinée de ces deux composés permet une inhibition plus importante 

de l’infection des cultures cellulaires par le virus ourlien (Wang et al. 2024). 

En ce qui concerne le cytomégalovirus humain, le liquide séminal inhibe l’activité du virus, 

avec une action dose-dépendante et une légère variation selon le donneur de sperme. Il  

semblerait que le liquide séminal empêche l’adhésion des virions aux cellules, en interagissant 

avec certaines glycoprotéines (Lippold et al. 2019).  

Le sperme limite l’infection des cellules par le virus Zika (ZIKV) en inhibant son adhésion 

aux cellules. Cette inhibition serait due à des vésicules extracellulaires, contenant notamment des 

protéines et des acides nucléiques, produites par les cellules de l’appareil génital et sécrétées dans 

le liquide séminal (Müller et al. 2018; Wang et al. 2020). L’étude du contenu de ces vésicules 

montre qu’il s’agit de la fraction lipidique qui possède cette action antivirale (Wang et al. 2020). 

 

 La capacité d’inhibition virale a également été étudiée chez le bovin. Deux études se sont 

intéressées à la protéine PDC-109, l’une des protéines du plasma séminal. Cette protéine inhibe la 

fusion du virus de l’influenza avec les membranes des érythrocytes et diminue l’infection de 

cultures cellulaires de cellules MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) (Welke et al. 2019). Cette 
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protéine est également en mesure d’inhiber d’autres virus comme le SARS-COV-2, et également 

les infections médiées par la glycoprotéine VSV (Sperber et al. 2022). 

2.2.3.2) Stimulation des infections virales par le sperme 

 Chez l’homme, la phosphatase acide prostatique (PAP) est un marqueur prostatique, 

naturellement présent dans le sperme, qui forme des fibrilles amyloïdes. Ces fibrilles ont été 

renommées « semen-derived enhancer of virus infection (SEVI) », qui peut se traduire par facteur 

dérivé du sperme d’amélioration d’infection virale. En effet, il a été montré qu’elles facilitaient 

l’attachement du VIH à ses cellules cibles (Münch et al. 2007). 

 La séménogéline est une protéine présente en grande quantité dans le sperme, qui 

associée aux protéines de fibronectine forme le coagulum spermatique. Sous l’action d’enzymes, 

cette protéine est décomposée en plusieurs fragments, qui forment des fibrilles amyloïdes (SEM 

amyloïdes). Ces fibrilles présentent les mêmes caractéristiques que les fibrilles SEVI, et stimulent 

l’infection virale du VIH en facilitant l’attachement et l’entrée dans les cellules cibles des virions 

(Roan et al. 2011). 

 Le liquide séminal, les fibrilles SEVI et SEM stimulent également l’infection par le HCMV et 

le cytomégalovirus murin, en augmentant le taux d’infection et la vitesse de réplication du virus 

(Tang, Roan, Yamamura 2013). De même, l’infection par le HSV-1 et HSV-2 est facilitée par le 

liquide séminal et les fibrilles SEVI et SEM, avec également une augmentation du taux d’infection 

et de la vitesse de réplication (Torres, Ortiz, Tang 2015). Il a également été montré que les fibrilles 

SEVI stimulaient l’infection des cellules par le virus Ebola (Bart et al. 2018). 
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Le sperme n’est pas uniquement un vecteur viral, il semble avoir également un rôle 

clé dans la modulation des infections et de la transmission des virus. Il est en mesure 

d’inhiber, du moins en partie, l’activité de certains virus, dont notamment des herpèsvirus. 

Mais certains composés du sperme ont montré un potentiel d’exacerbation des infections 

virales.  

Cet effet modulateur a été exploré chez l’Homme principalement, un peu chez le 

bovin, mais il n’a pas été étudié chez le chien. Il est possible que certains composés du 

sperme canin soient similaires à ceux rencontrés chez l’Homme et qu’un tel effet 

modulateur puisse être retrouvé chez le chien, et on ne peut exclure à ce stade de nos 

connaissances très fragmentaires que le sperme canin puisse stimuler ou inhiber les 

infections au CHV-1. 

Ces hypothèses renforcent l’importance de disposer d'outils efficaces pour détecter 

le CHV-1 dans le sperme canin et approfondir notre compréhension de l’interaction sperme-

virus. 
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2.3) OUTILS DE RECHERCHE DE VIRUS DANS LE SPERME : AVANTAGES ET LIMITES 

Il existe différentes méthodes possibles pour identifier la présence de virus dans un échantillon. 

Certaines méthodes permettent la mise en évidence directe du virus, par la détection des virions, 

des protéines virales ou encore des séquences nucléiques virales. D’autres méthodes permettront 

d’identifier la présence du virus indirectement. 

2.3.1) TECHNIQUES DE MISE EN EVIDENCE DE VIRIONS ET PROTEINES VIRALES   

2.3.1.1) Isolement viral 

L’isolement viral consiste à infecter des cellules en culture avec le virus étudié afin qu’il 

puisse s’y multiplier. Certains virus en se multipliant vont induire un effet cytopathique sur les 

cultures cellulaires, dont les caractéristiques peuvent être spécifiques du virus. Il est nécessaire 

d’avoir une lignée cellulaire qui soit permissive au virus étudié, c’est-à-dire que le virus puisse s’y 

multiplier (Voevodin, Marx 2009). Cette approche peut être appliquée au sperme. Elle a l’avantage 

de déterminer la présence de virions infectieux, mais l’inconvénient de nécessiter un délai 

important pour avoir un résultat fiable. 

De plus, le sperme est souvent cytotoxique à dose élevée pour les cultures cellulaires. Une 

dilution préalable est donc souvent nécessaire afin de limiter cet effet. Cette approche est déjà 

utilisée pour certains herpèsvirus. Dans le cadre de l’isolement du BoHV-1, l’OIE recommande de 

diluer le sperme, puis de l’incuber pendant une heure avant de laver les tapis cellulaires. Ceux -ci 

sont ensuite placés à l’étuve pendant plusieurs jours, avec une observation régulière pour détecter 

l’effet cytopathique (World Organisation for Animal Health 2017). 
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2.3.1.2) Immunofluorescence directe et indirecte 

L’immunofluorescence repose sur la détection des antigènes viraux. Pour cela des 

anticorps spécifiques de l’antigène recherché sont nécessaires. Pour que la liaison de l’anticorps 

sur l’antigène soir visible, un marqueur fluorescent est couplé à l’anticorps. Ce marqueur est soit 

directement lié à l’anticorps, on parlera alors d’immunofluorescence directe, soit lié à un réactif 

secondaire, un deuxième anticorps spécifique de l’anticorps précédemment ajouté, et on parlera 

d’immunofluorescence indirecte (Voevodin, Marx 2009). Les échantillons sont ensuite observés au 

microscope à fluorescence. 

L’immunofluorescence directe manque souvent de sensibilité, tandis que 

l’immunofluorescence indirecte, bien que plus sensible, elle plus longue à mettre en place (World 

Organisation for Animal Health 2017). Ces techniques permettent d’identifier les antigènes viraux, 

mais n’apporte pas d’information sur la réplication du virus. 

2.3.1.3) Microscopie électronique 

La microscopie électronique (ME) remplace l’utilisation de la lumière de la microscopie 

optique par un faisceau d’électrons. Le faisceau est focalisé grâce à des électroaimants. Le pouvoir 

de résolution de la ME est nettement supérieur à celui d’un microscope optique, pouvant grossir 

Tapis cellulaire de cellules MDCK intact 

Centre du foyer de lyse 

Plage de lyse, acellulaire 

Figure 10 : effet cytopathique du CHV-1 sur un tapis de cellules MDCK 
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jusqu’à 107 fois l’élément ciblé (Payne 2023). Des virus peuvent ainsi être visualisés directement 

dans des cellules infectées. 

 

Figure 11 : Virions du CHV-1 observés au microscope électronique (Strandberg, Carmichael 1965) 

Plusieurs préparations en amont de l’observation au ME peuvent être réalisées. Les 

échantillons peuvent être traités par coloration négative. Il s’agit d’une couche de métal lourd qui 

recouvre l’échantillon. Cela permet d’augmenter le contraste autour des particules virales. Une 

coupe ultrafine des échantillons permet la visualisation des structures internes des cellules et des 

virus. Les échantillons sont fixés, incorporés dans de la résine puis découpés à l’aide d’une lame en 

diamant et d’un microtome. Les lamelles obtenues sont ensuite placées sur une grille. Des 

colorants denses aux électrons peuvent être appliqués par-dessus pour augmenter le contraste 

(Hazelton, Gelderblom 2003; Payne 2023). 

Les images sont rapides d’obtention et permettent une reconnaissance rapide du virus. 

Elles permettent également de localiser les particules virales par rapport aux cellules. Mais cela 

nécessite une concentration suffisante de particules virales, car la quantité d’échantillon déposée 

lors de l’observation est très faible. De plus les échantillons biologiques sont fortement 

endommagés par le faisceau d’électron lors de l’observation (Hazelton, Gelderblom 2003; Payne 

2023). Enfin le principal inconvénient de cette technique est le coût du matériel et sa disponibilité. 

Cette technique n’est pas utilisable en routine. 
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2.3.2) TECHNIQUES DE DETECTION DES ACIDES NUCLEIQUES VIRAUX 

2.3.2.1) Analyse du polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RFLP) 

des herpèsvirus 

 L’analyse du polymorphisme de longueur des fragments de restriction repose sur 

l’utilisation d’enzymes de restriction pour venir en des sites spécifiques découper l’ADN viral. Ces 

segments d’ADN sont ensuite séparés par électrophorèse sur gel d’agarose. L’ADN viral sera alors 

représenté par un nombre défini de fragments de différentes tailles connues. Cette technique 

permet d’identifier un virus dans un échantillon si sa cartographie par enzyme de restriction est 

connue. Elle permet également de comparer deux virus, car des variations du génome peuvent 

être présentes entre deux virus de la même souche ou d’un isolat apparenté.  

Les RFLP sont un outil utile pour les études épidémiologiques. De plus elles sont moins  

couteûses que les techniques de séquençage et faciles à réaliser. En contrepartie, elles sont moins 

puissantes que les techniques de séquençage modernes (World Organisation for Animal Health 

2021). Cette technique est moins sensible que la PCR, et elle n’est désormais retrouvées presque 

que dans des publications assez anciennes, elle n’est plus utilisée en routine.  

2.3.2.2) PCR  

2.3.2.2.1) Principe de la PCR 

La réaction en chaîne par polymérase ou PCR utilise des amorces d’oligonucléotides 

spécifiques du virus recherché, impliquant donc la nécessité de connaître la séquence du génome 

du virus. Une ADN polymérase thermostable permet de synthétiser une copie de l’ADN cible. 

L’échantillon subit ensuite plusieurs cycles comprenant : une phase à haute température 

permettant une dénaturation de l’ADN double brin nouvellement formé, puis une phase 

permettant une nouvelle hybridation des amorces sur les brins d’ADN et enfin une phase de 

multiplication de l’ADN via l’ADN polymérase. Le nombre de molécule d’ADN double à chaque 

phase. D’ordinaire entre 30 et 40 cycles sont effectués (Payne 2023).  

Il existe plusieurs types de PCR :  

 La PCR classique : les produits de la PCR sont analysés par électrophorèse. Elle est 

qualitative (Payne 2023). 
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 La PCR nichée : elle consiste en une seconde amplification après une première 

amplification selon le schéma d’une PCR classique. Pour cela un second couple 

d’amorce est utilisé, ciblant cette fois ci une séquence « interne » de l’ADN cible. 

Cette technique permet d’augmenter la sensibilité de l’analyse mais augmente aussi 

le risque de contamination et le temps de manipulation (Lemée, Gueudin, Pillet 

2022). Elle est de moins en moins utilisée et est remplacée par la PCR en temps réel. 

 La PCR en temps réel : un produit intercalant fluorescent de l’ADN est utilisé. Ce 

produit est peu fluorescent jusqu’à ce qu’il soit intercalé entre deux brins d’ADN. 

Ainsi la fluorescence émise augmente en même temps que la concentration d’ADN. 

La fluorescence est mesurée au cours de la PCR. La PCR en temps réel en semi-

quantitative, sauf si on compare le résultat avec un échantillon dont la 

concentration initiale est connue, dans ce cas l’analyse sera quantitative (Payne 

2023) (voir paragraphe 3.1.7). Cette technique a l’avantage par rapport à la PCR 

classique de ne pas avoir d’étape d’électrophorèse supplémentaire. Elle apporte 

également des informations sur la quantité d’ADN initial dans l’échantillon.  

 La PCR quantitative Taqman : cette méthode utilise une sonde spécifique 

oligonucléotidique marquée par deux fluorophores. Le premier, fixé à l’extrémité 

«3’ et dit « quencher », vient inhiber l’émission de fluorescence du second 

fluorophore dit « reporter », fixé à l’extrémité 5’. La fluorescence est émise lorsque 

cette sonde est dégradée par le passage de la polymérase. Ainsi la fluorescence 

augmente en même temps que la concentration d’ADN dans l’échantillon. 

 La PCR multiplexe : elle permet d’amplifier simultanément différentes cibles à partir 

du même prélèvement. Elle est utile dans la recherche de plusieurs pathogènes 

(Lemée, Gueudin, Pillet 2022). 

 La PCR digitale en gouttelette (ddPCR) : elle utilise les mêmes amorces que la PCR 

en temps-réel, mais est plus sensible. Le mélange réactionnel est séparé en une 

multitude de microgouttelettes d’eau en suspension dans de l’huile. Chaque 

microgouttelette contient soit une molécule d’ADN, soit aucune, en suivant une 

distribution de Poisson. L’amplification va se dérouler dans chacune des 

gouttelettes contenant une molécule d’ADN cible. Chaque gouttelette est ensuite 

analysée afin de savoir si elle est positive ou négative. Cette technique permet une 
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quantification absolue (Chen et al. 2021). Elle reste peu utilisée en routine pour 

l’instant. 

La PCR permet de mettre en évidence la présence d’ADN viral ou de fragment d’ADN, mais 

ne garantit pas la présence de virions intègres ou en phase de réplication. Néanmoins, la PCR peut 

être adaptée à la recherche d’ARN, témoin de la présence du virus actif dans le cycle de 

multiplication. Pour cela une étape précédant la PCR est nécessaire, afin de convertir cet ARN en 

ADN complémentaire. Cette étape s’appelle la rétro-transcription (RT) (Lemée, Gueudin, Pillet 

2022).  

 La PCR est un outil diagnostic sensible, permettant de cibler un groupe de virus liés, ne 

reconnaissant des séquences communes ou au contraire de cibler un virus particulier si les 

amorces ciblent une séquence spécifique. La PCR multiplexe permet de rechercher plusieurs virus 

au cours d’une même analyse, diminuant ainsi le coût de la recherche. Les produits de la PCR 

peuvent par la suite être séquencés, permettant ainsi de valider les résultats obtenus et 

d’apporter de nouvelles informations sur le génome du virus étudié. La PCR en temps réel permet 

Echantillon 

Séparation de 
l ’échantil lon en 

microgouttelettes Amplification 

Lecture des résultats Définition du seuil  

Séquence cible Microgouttelettes 
positives 

Microgouttelettes 
négatives 

Figure 12 : Principe de la ddPCR (Chen et al. 2021) 
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d’obtenir des résultats semi-quantitatifs ou quantitatifs, ce qui permet de comparer des 

échantillons selon leur concentration ADN viral initial. L’ensemble de la procédure est 

automatisée, permettant un gain de temps. Enfin la PCR permet l’analyse simultanée de 

nombreux échantillons (Payne 2023). 

 La PCR permet un réel gain de sensibilité lorsque l’échantillon contient du sperme par 

rapport à l’isolement viral. En effet, comme vu précédemment, l’isolement de virus à partir de 

sperme peut être limité du fait de la cytotoxicité de ce dernier pour les cultures cellulaires. De plus 

les analyses PCR sont plus rapides, très spécifiques et plus sensibles que l’isolement viral (van Rijn 

et al. 2004). De même, la PCR est plus facile et plus rapide d’exécution que l’immunofluorescence. 

Elle permet également de travailler avec des échantillons liquides. 

Donc globalement la PCR, en particulier temps réel, présente de très sérieux avantages 

pour la détection du CHV-1 dans le sperme des mâles. Néanmoins cet échantillon est 

particulièrement riche et complexe et pourrait contenir des substances susceptibles d’interférer 

négativement avec la PCR. 

2.3.2.2.2) Risque d’inhibition de la PCR par le sperme 

 Le sperme, comme les fèces, est susceptible de contenir des inhibiteurs de la PCR. Ces 

inhibiteurs peuvent empêcher la PCR de se dérouler correctement et ainsi être à l’origine de faux -

négatifs (World Organisation for Animal Health 2014). Il est important de venir vérifier l’existence 

d’un tel phénomène pour que les résultats obtenus avec la PCR soient valides (Bustin et al. 2009). 

La nature de ces inhibiteurs dans le sperme n’est pas parfaitement identifiée. L’urée, les hèmes, 

l’héparine et les immunoglobulines G sont des inhibiteurs rencontrés fréquemment dans les tissus 

et fluides biologiques (Nolan et al. 2006). Dans le sperme sont notamment suspectés : la 

lactoferrine, les peroxydes et les résidus contenant du zinc, comme étant les principales 

substances à interagir avec la Taq polymérase (Bourlet et al. 2003). De plus il semblerait que ce 

soit surtout la fraction séminale qui contiendrait cet effet inhibiteur (Semprini et al. 1998; Debono 

et al. 2000). Il est donc possible de culotter et d’extraire les spermatozoïdes afin d’éliminer la 

fraction séminale. 

 L’objectif de ce paragraphe est de faire le point sur les techniques utilisées pour contrôler 

l’effet inhibiteur du sperme sur la PCR ou pour éliminer les inhibiteurs de l’échantillon analysé, 

notamment lors d’analyse portant sur la recherche d’herpèsvirus dans le sperme. Cet effet 
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inhibiteur n’ayant pas été étudié à ce jour chez le chien, nos recherches se baseront sur les 

éléments disponibles chez d’autres espèces. Il a été mis en évidence notamment chez l’Homme 

(Semprini et al. 1998) et le bovin (Wang et al. 2007). A l’inverse, il n’a pas été retrouvé chez le 

cheval (Hebia-Fellah et al. 2009) ni chez le porc (Teankum et al. 2006; Pal et al. 2008). 

 

Afin de vérifier et de contrôler cette inhibition l’organisation mondiale de la santé animale 

(WOAH) propose deux axes (World Organisation for Animal Health 2014) :  

 L’utilisation d’un contrôle interne : une portion d’ADN, de taille ou de séquence différente 

de l’ADN cible mais pouvant être ciblé par les mêmes amorces, est ajoutée à l’échantillon 

analysé. Ce témoin peut être ajouté en une concentration précise et connue, permettant 

d’évaluer la présence d’inhibiteurs. Cette technique en contrepartie peut entraîner une 

compétition pour les amorces entre le témoin et l’ADN cible et nécessite d’avoir accès à la 

portion d’ADN à ajouter. 

 L’amplification d’un gène domestique ou structurel  : le gène ciblé doit être un gène 

naturellement et toujours présent dans l’échantillon. En cas d’inhibition de la PCR, 

l’amplification de ce gène sera également limitée. L’inconvénient étant que le gène 

domestique est parfois présent en quantité suffisante pour être amplifié malgré l’inhibition 

de la PCR, a contrario de l’ADN cible qui, notamment dans le cas d’ADN viral, est souvent 

présent en faible quantité. 

 

Au cours des études portant sur la présence de virus dans le sperme du taureau, 

différentes stratégies ont été mises en place pour limiter ce risque d’effet inhibiteur.  

Van Engelenburg et al dans l’étude de BoHV-1 dans le sperme de taureau utilisent un 

contrôle interne co-amplifié avec l’ADN de BoHV-1. Il s’agit d’un plasmide contenant une région 

pouvant être ciblée par les amorces et dont le produit d’amplification est d’une longueur connue 

(278 pb) (van Engelenburg et al. 1993).  

Par la suite les étapes d’extraction d’ADN sont associées à l’objectif d’éliminer le plus 

d’inhibiteurs possible à cette étape. Pour cela Da Silva et al passent le liquide séminal infecté par 

le virus BVDV à travers une colonne de chromatographie Sephacryl S-400, et centrifuge 

l’ensemble à 1000 g pendant 2 minutes à température ambiante. En comparaison des autres 

techniques essayées au cours de l’étude (utilisation d’une colonne Chelex-100 pour l’extraction 

d’ARN, chromatographie Sephadex-G50, solvants phénols, et ajout de d’albumine de sérum bovin)  
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il s’agit de celle qui a éliminé les inhibiteurs contenus dans le sperme le plus efficacement (Da Silva 

et al. 1995). Cette technique a également été appliquée pour l’analyse de BoHV1 dans le sperme 

de taureau (Rocha et al. 1998).  

A l’inverse Wang et al utilisent une résine chélatrice (Chelex 100), qui est montrée comme 

plus efficace que l’extraction à base de solvant utilisant du phénol et du chloroforme ou que 

l’extraction avec des mini-colonnes disponibles dans le commerce. Cette extraction est couplée 

avec l’utilisation d’un contrôle interne de type gène domestique. Il s’agit de la réalisation d’une 

analyse PCR en temps réel du gène de l’hormone de croissance bovine (bGH), réalisée soit dans un 

tube séparée de l’analyse pour BoHV-1 soit réalisée lors d’une PCR multiplexe (Wang et al. 2007; 

2008). 

Rana et al combinent l’utilisation d’un contrôle interne de type plasmide contenant une 

séquence connue et détectée par les amorces, à une deuxième analyse des échantillons sortant 

négatifs en PCR. Ces échantillons sont contaminés avec du virus puis repassé en PCR. S’ils sortent 

positifs en PCR cela implique l’absence d’inhibiteur dans l’échantillon et qu’il s’agit de vrais 

négatifs. A l’inverse un résultat négatif implique la présence d’inhibiteurs de la PCR, et la présence 

ou l’absence de virus de ces échantillons ne peut être garantie (Rana et al. 2011). 

Enfin dans les études plus récentes la ddPCR semble plus sensible et moins sujette au 

phénomène d’inhibition par le sperme que la PCR classique ou la PCR en temps réel (Taylor, 

Laperriere, Germain 2017; Yu et al. 2022). 

 

Chez l’Homme cet effet inhibiteur est aussi décrit. Notamment, Debono et al ont mis en 

évidence cet effet en ajoutant au liquide séminal et aux spermatozoïdes une quantité connue 

d’ARN du virus de l’hépatite C (HCV). Les échantillons ont ensuite été analysés en PCR. Les 

échantillons étaient quasiment tous négatifs pour le liquide séminal (6/7) mais étaient tous positifs 

pour les spermatozoïdes (Debono et al. 2000). Les inhibiteurs sont donc principalement contenus 

dans le liquide séminal, et l’analyse des culots de spermatozoïdes est peu sujette au risque 

d’inhibition. 

Dans leur étude portant sur la présence du virus de l’hépatite C dans le sperme humain 

Semprini et al ont utilisé deux méthodes pour contrôler un éventuel effet inhibiteur du sperme sur 

la PCR. Ils ont réalisé une deuxième analyse de leurs échantillons négatifs en PCR, comme décrit 

précédemment pour Rana et al. Pour cela, un sérum positif en ARN viral dont la concentration est 

connue est ajouté aux échantillons négatifs. L’ensemble est de nouveau analysé en PCR. Si l’ARN 
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viral est détecté lors de cette deuxième analyse, cela témoigne de l’absence d’inhibition et que 

l’échantillon était bien négatif initialement. Si l’ARN viral n’est pas détecté alors il y a la présence 

d’une inhibition de la PCR et le résultat de la PCR ne peut être interprété. De plus l’ARN de la β-

actine est amplifié et analysé par PCR, il s’agit du contrôle interne (Semprini et al. 1998). 

Cassuto et al ont cherché à mettre au point une technique d’extraction de l’ARN du HCV dans 

le sperme qui limiterait l’effet inhibiteur de ce dernier sur la PCR. Pour cela 4 étapes du protocole 

d’extraction fourni par le fabriquant ont été modifiées, à chaque fois contrôlées grâce à l’ajout 

d’un contrôle interne dont la nature n’est pas renseignée. Ces étapes consistent en une dilution 

au 1/3 de l’échantillon de départ, une centrifugation à 28 000 g pendant 1 h de l’échantillon, une 

augmentation du volume du tampon de lyse et enfin un mixage de 10 s et une nouvelle 

centrifugation du culot à 28 000 g à 8°C pendant 5 minutes avant analyse PCR. Ces modifications 

ont permis d’obtenir une sensibilité en présence de liquide séminal équivalente à celle en 

présence de sérum (Cassuto et al. 2002). 

Différentes techniques d’extraction d’ARN ont été comparées par Bourlet et al dans le but de 

valider l’utilisation de techniques initialement conçues pour réaliser des extractions sur sang, dans 

le cadre de mise en évidence de l’ARN du HCV dans le sperme humain. Cette étude montre qu’une 

étape de centrifugation préalable à l’extraction d’ARN  améliore le résultat, de même qu’une 

dilution de l’échantillon, et que l’exactitude des résultats varie selon le kit d’extraction utilisé 

(Bourlet et al. 2003). 

Pasquier et al ont pu mettre au point une technique automatisée de PCR en temps réel pour la 

détection et la quantification du HIV et du HCV dans le sperme qui ne présente pas d’inhibition. 

L’extracteur AmpliprepTM est utilisé et le sperme est dilué 2 fois avec du plasma sanguin négatif 

aux virus concernés (Pasquier et al. 2006). 

Par la suite (années postérieures à environs 2006) la mention d’inhibiteurs dans le sperme de 

l’homme disparait des publications.  

Ainsi, différentes stratégie ont été développées pour contrôler la présence d’inhibiteur et 

s’assurer de la fiabilité des résultats  : ajout d’un contrôle interne co-amplifié par les amorces ou 

amplification d’une séquence déjà présente dans l’échantillon en parallèle  ou encore une seconde 

analyse des échantillons négatifs avec l’ajout d’une quantité connue d’acide nucléique cible. 

D’autres recherches ont portés sur la diminution voire l’élimination de ces inhibiteurs du sperme. 

La dilution préalable des échantillons avant extraction d’ADN ou ARN a fréquemment montré son 
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intérêt. De même l’utilisation de colonne de chromatographie Sephacryl lors de l’extraction 

semble efficace. 

2.3.2.3) Technique d’amplification isotherme médiée par boucle  

 La technique d’amplification isotherme médiée par boucle (LAMP) permet une 

amplification de l’ADN dans des conditions isothermes. Elle allie une ADN polymérase et quatre 

amorces spécifiques, reconnaissants 6 séquences distinctes de l’ADN cible. La réaction cyclique 

produit des structures en tige-boucle par synthèse d’ADN avec déplacement de brin. En moins 

d’une heure la réaction produit jusqu’à 109 copies de la séquence cible. Les produits finaux sont 

des ADN en tige-boucle avec plusieurs répétitions inversées de la cible et des structures en « chou-

fleur » avec plusieurs boucles formées par appariement entre répétitions alternativement 

inversées de la cible sur un même brin (Notomi et al. 2000). Les résultats peuvent être visualisé à 

l’œil nu ou sur gel d’agarose (Pawar et al. 2014).  

 Cette méthode est très spécifique, efficace et rapide, en condition isotherme. Un 

thermocycleur n’est donc pas nécessaire. La méthode est peu coûteuse et relativement facile pour 

Figure 13 : Principe de la méthode LAMP (Hansen, Abd El Wahed 2020) 

Ampl i fication exponentiel le  

Amorce interne sens 

Amorce interne antisens 
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le manipulateur. Néanmoins il existe un risque d’amplifications non spécifiques qui créent un  bruit 

de fond, pouvant compliquer l’interprétation des résultats (Notomi et al. 2000; Pawar et al. 2014). 

Cette méthode a été validée pour la détection de BoHV-1 dans le sperme du taureau (Pawar et al. 

2014). 

Une variante de la LAMP utilise des microcapillaires, la « microcapillary LAMP (µcLAMP). 

Elle permet d’utiliser de très faibles volumes. La miniaturisation du matériel nécessaire permet 

également une utilisation sur le terrain, avec notamment la mise en évidence de BoHV-1 dans le 

sperme du taureau (Ali et al. 2022). 

2.3.2.4) Hybridation in situ 

L’hybridation in situ (ISH) utilise des sondes ADN ou des ARN simples brins, produites de 

façon à complémenter une courte région spécifique du génome viral. Ces sondes sont couplées à 

des marqueurs visibles au microscope (World Organisation for Animal Health 2021). Cette 

technique permet de localiser le virus sur coupe cellulaire. Elle peut donc être utilisée pour 

identifier précisément les cellules hôtes du virus au sein de l’appareil génital mâle. 

Lorsque la sonde possède un marqueur fluorescent on parle d’hybridation in situ en 

fluorescence (FISH). Cette technique permet notamment d’identifier le génome viral une fois celui -

ci intégré dans le génome des cellules, dont les spermatozoïdes (Han et al. 2024). 

Cette méthode permet de localiser le virus dans les tissus, et notamment au sein de 

l’appareil génital. De plus, elle a longtemps été considérée comme la méthode de choix pour la 

détection de l’EBV dans les tissus (Weiss, Chen 2013). Néanmoins elle n’est pas utilisée dans le 

sperme. 

2.3.1.5) Techniques haut-débit multicibles 

Les techniques haut-débit multicibles permettent d’identifier de nombreuses cibles 

simultanément. Ces techniques sont parmi les plus récentes et ne sont pas encore utilisées en 

routine en virologie. 

L’utilisation des puces à ADN (ou microarrays) fait partie de ces technique. Elle consiste à 

fixer sur une surface solide, appelée « puce », des milliers à millions de fragments d’acides 

nucléiques. La puce est ensuite exposée à l’ADN ou ARN de l’échantillon étudié. L’appariement des 
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bases entre la puce et l’échantillon produit une lumière par fluorescence (National Human 

Genome Research Institute 2024). Cette technique permet d’analyser la présence de plusieurs 

virus simultanément (Kaspersen et al. 2012). Notamment Wang et al ont utilisé cette méthode afin 

d’analyser des prélèvements nasaux chez le chiens, et ont notamment pu mettre en évidence la 

présence du CHV-1 dans ce prélèvement (Wang et al. 2017). Cette technique est aussi utilisée sur 

le sperme, notamment pour analyser certaines variations liées à une infection virale chez le porc 

(Calcatera, Reicks, Pratt 2018). Cette technique n’est pas utilisée en routine dans la recherche de 

virus, mais plutôt utilisée pour l’analyse et la comparaison des génomes  : détection des mutations, 

analyse de l’expression génique, génotypage… 

Le séquençage de nouvelle génération (NGS) permet de séquencer l’ensemble du génome, 

du transcriptome et de l’épigénome, et permet d’obtenir le profil transcriptionnel complet de 

l’échantillon. Cette technique permet de mieux comprendre le fonctionnement de certains gènes 

et de progresser dans la compréhension de la pathogénicité des virus. Notamment cette 

technique a été utilisée pour étudier les herpèsvirus et leur latence (Strahan, Uppal, Verma 2016). 

Elle est aussi appliquée à l’analyse du microbiome présent dans le sperme de l’homme (Davies, 

Minhas, Jayasena 2023). Cette technique est très complexe de par le volume de données et la 

complexité de l’analyse. L’équipement représente également un coût important. Cette technique 

est donc peu utilisée en routine.  
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Parmi les différentes techniques disponibles pour l’analyse de virus dans le sperme, la 

PCR reste la technique la plus couramment utilisée, du fait de sa rapidité, de sa sensibilité 

élevée et de son coût finalement assez réduit. Bien que très sensible et efficace pour la 

détection de virus dans le sperme la PCR peut parfois être limitée par la présence naturelle 

d’inhibiteurs dans le liquide séminal. Il semblerait que cet effet soit variable selon les 

espèces mais aussi selon les individus. 

Au final, différentes techniques et stratégies ont été utilisées pour lutter contre cet effet 

inhibiteur du sperme sur la PCR, sans qu’un consensus ne soit véritablement établi. 

L’optimisation de l’extraction des acides nucléiques (avec notamment dilution, 

centrifugation et éventuellement chromatographie) semblent être un élément central dans 

l’élimination de ces inhibiteurs. L’importance réside dans la surveillance des faux-négatifs, 

que ce soit avec un contrôle interne ou une double vérification. Ainsi les techniques de PCR 

temps réel semblent bien adaptées à une recherche du virus CHV-1 dans le sperme de 

chiens. 
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TROISIEME PARTIE : PARTIE EXPERIMENTALE 

OBJECTIFS 
Cette partie a pour objectif d’étudier la relation entre le CHV-1 et le sperme afin de mieux 

caractériser le risque de transmission par le chien mâle lors de la reproduction. 

Les sous-objectifs dans ce travail sont les suivants :  

1) Identifier une interaction entre le sperme et le virus, notamment rechercher si le sperme canin 

possède une capacité virucide. 

2) Etudier la capacité des spermatozoïdes à transmettre le virus en particulier après lavage(s).  

3) Evaluer un possible effet inhibiteur du sperme sur la PCR. 

3.1) MATERIEL ET METHODE 

3.1.1) OBTENTION ET UTILISATION DU SPERME CANIN 

3.1.1.1) Prélèvement de sperme frais 

 6 prélèvements de sperme ont été réalisés sur 4 chiens de race Beagles âgés de 4 ans. 

Le prélèvement de sperme se déroule dans une pièce au calme en présence d’une femelle, 

en chaleur de préférence. Un vagin artificiel est utilisé. Il s’agit d’un cône en caoutchouc propre, 

chauffé à 37°C, température permettant de reconstituer en partie les caractéristiques du vagin 

d’une chienne et de préserver le sperme. Au bout du vagin artificiel sont placés successivement 3 

tubes Falcon 13 ml stériles permettant de récupérer le sperme selon la phase d’éjaculation. 

Comme indiqué dans la partie bibliographique, paragraphe N° 2.1.2.3, la première phase est la 

phase urétrale, caractérisée par une couleur transparente. La seconde est la phase spermatique, 

caractérisée par un aspect blanchâtre et plus épais que la précédente. Enfin la dernière phase est 

la phase prostatique. Les tubes sont changés lorsque visuellement la phase suivante est reconnue. 

Une fois le prélèvement effectué le chien est isolé le temps que les bulbes érectiles 

dégonflent et, si besoin, le pénis est replacé manuellement dans son fourreau après 10 minutes. 

Les prélèvements sont soit utilisés directement, soit congelés à -20°C pour être utilisés lors de 

manipulations ultérieures. 
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3.1.1.2) Préparation du liquide spermatique acellulaire (LSA) et des culots cellulaires 

de la phase spermatique 

Le terme « liquide spermatique acellulaire (LSA) » désigne la composante acellulaire de la 

deuxième phase du sperme, soit la phase spermatique. L’objectif est de pouvoir travailler avec le 

liquide accompagnant les spermatozoïdes lors de l’éjaculation, sans cellules qui pourraient 

interférer dans les manipulations en présence de virus. Cela permet de rechercher des virions 

libres dans ce milieu, par opposition à des virions qui pourraient être attachés aux 

spermatozoïdes, et donc de mieux identifier où peut se trouver le virus dans le sperme canin. Le 

LSA est obtenu après centrifugation de la phase spermatique à 4000 g, pendant 10 minutes à 4°C. 

Le surnageant acellulaire récupéré peut être utilisé directement ou être congelé à -20°C pour des 

utilisations ultérieures. Les culots cellulaires obtenus après cette centrifugation sont également 

conservés à -20°C. 

3.1.2) CULTURES CELLULAIRES 

3.1.2.1) Culture de la lignée cellulaire MDCK  

L’objectif de la culture cellulaire de cellules canines rénales MDCK (Madin-Darby Canine 

Kidney) est d’avoir à disposition des cellules sensibles à l’infection par le CHV. La culture est 

réalisée selon le MO-6 (Annexe 1). Les cellules MDCK sont adhérentes au plastique des flacons de 

culture. 

Préparation du milieu de culture  

Le milieu de culture dit « DMEM complet » est composé de Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium (DMEM) riche en glucose (4,5 g/l) avec de la glutamine stable et du sodium pyruvate  

(référence LM-D1111,  bioseraTM), du sérum de veau fœtal (SVF) décomplémenté (référence 

CVFSVF00-01, eurobio scientificTM) à 10%, ainsi que de la pénicilline et de la streptomycine 

(référence CABPES01-0U, eurobio scientificTM) à 100 UI/ml. Le SVF est utilisé pour soutenir la 

croissance et la multiplication des cellules de mammifères en culture in vitro, tandis que la 

pénicilline et la streptomycine sont des antibiotiques utilisés pour limiter le risque de 

contamination bactérienne des cultures cellulaires. 
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Décongélation 

La lignée MDCK est congelée dans une solution contenant du DiMéthylSulfOxide (DMSO) 

(référence GAUDMS00-01, eurobio scientificTM) et SVF, dans de l’azote liquide à -196°C. Une 

ampoule de cellules MDCK est décongelée au bain-marie à 37°C pendant 30 secondes. Sur le culot 

partiellement décongelé est ajouté du milieu DMEM complet, permettant d’inhiber l’effet 

cytotoxique du DMSO à température ambiante. Le contenu de l’ampoule est alors transféré après 

agitation et décongélation complète dans 8 ml de milieu complet. Le tube est ensuite centrifugé à 

150 g, pendant 5 minutes à température ambiante. 

Numération 

Une fois la décongélation effectuée, il est nécessaire de connaître le nombre de cellules 

viables pour ensemencer les flacons de culture. Le surnageant est donc éliminé et le culot repris 

dans un volume défini de milieu complet. Un aliquot des cellules est ensuite mélangé avec du bleu 

de Trypan. Ce dernier colore les cellules mortes en traversant les membranes plasmiques qui ne 

sont plus intègres et laisse les cellules vivantes incolores. La numération est réalisée à l’aide d’une 

cellule de Malassez. 

Mise en culture  

Des flasques Falcon sont ensuite ensemencées selon le tableau du MO-6. La taille des 

flasques ensemencées est définie selon leur utilisation (voir paragraphes suivants). Elles sont 

ensuite placées à l’étuve à 37°C et 5% de CO2 pendant plusieurs jours au cours desquels les cellules 

vont se multiplier jusqu’à la confluence des tapis cellulaires. Dans certaines expériences (voir plus 

loin) les cellules MDCK sont temporairement cultivées à 34°C, ce qui n’affecte aucunement leur 

viabilité. 

Passage  

A l’issu de cette étape de croissance un passage va être réalisé. Le passage consiste à 

réensemencer de nouvelles flasques à partir des cellules en culture. Ce passage est réalisé tous les 

3 à 4 jours, au moment où le tapis cellulaire est entre 80 et 100% de confluence. Pour estimer la 

confluence, les tapis cellulaires sont observés au microscope optique. La confluence correspond à 

la surface de la flasque recouverte par les cellules (une confluence de 80 à 100% signifie que les 

cellules recouvrent entre 80 et 100% du fond de la flasque). 
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La première étape consiste en un lavage des tapis cellulaires à l’aide de Phosphate Buffer Saline 

(PBS) (référence CS1PBS01-01, eurobio scientificTM). Ce tampon salin permet d’éliminer les cellules 

mortes ou décollées et les résidus de milieu du tapis cellulaire, tout en garantissant la viabilité des 

cellules sur de courtes durées grâce à ses caractéristiques isotoniques et non-toxiques. 

La seconde étape permet de décoller les cellules du fond de la flasque pour pouvoir les récupérer. 

Pour cela de la trypsine est utilisée (référence P10-023100, PAN BiotechTM). Il s’agit d’une enzyme 

protéolytique qui lyse les protéines membranaires d’adhésion, permettant ainsi de séparer les 

cellules de leur support. Une fois l’ensemble du tapis cellulaire décollé, du milieu es t de nouveau 

ajouté afin de neutraliser l’action de la trypsine. Le contenu des flasques est ensuite récupéré, il 

peut alors être centrifugé et l’étape de numération réalisée. Enfin de nouvelles flasques seront 

ensemencées si besoin, ou bien la culture peut être arrêtée et les cellules être congelées. Le 

nombre de passage est systématiquement noté et les cellules ne sont pas utilisées au-delà de 30 

passages, car on note une perte de viabilité et une moins bonne multiplication des cellules, ce qui 

risquerait d’altérer leurs propriétés en regard de l’infectiosité. 

Congélation  

Cette dernière étape permet de conserver à long terme les cellules pour une utilisation 

ultérieure. Une fois l’étape de numération réalisée un nombre défini de cellules est prélevé et 

centrifugé. Le surnageant est éliminé. Le culot est repris dans 1 ml de mélange de SVF et de 

DMSO, puis l’ensemble est déposé dans une ampoule à congélation. Cette ampoule est 

progressivement refroidie : dans un premier temps elle est placée dans une boîte contenant de 

l’isopropanol à température ambiante. Dans un second temps cette boîte est placée à -80°C 

pendant 12h. Finalement, l’ampoule est placée dans un canister d’azote liquide à -196°C. 

3.1.2.2) Amplification de la souche virale DK13 sur cellules MDCK 

L’objectif de cette manipulation est d’utiliser un inoculum contenant du CHV afin de le 

multiplier sur des tapis cellulaires de cellules MDCK, pour pouvoir par la suite le quantifier et/ou 

l’utiliser dans des tests in vitro. Le CHV utilisé initialement est issu d’un prélèvement biologique et 

date de l’année 2009. La souche virale est la souche DK13 (Maurière, Bencharif, Meurens 2019). 

Les amplifications sont réalisées selon le MO-10 (voir annexe 2). 

Des tapis cellulaire de cellules MDCK en flasque 75 cm3 (F75) à 80% de confluence sont utilisés. 

Cela correspond en moyenne à 2 jours de culture après le passage des cellules. Le milieu de 
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culture des cellules est retiré et le tapis cellulaire est lavé 2 fois avec du PBS. L’inoculation est 

réalisée dans un volume de milieu restreint et la flasque est mise à l’étuve à 34°C, 5% de CO 2 

pendant 1 h 30. Enfin du milieu DMEM complet est rajouté, sans lavage. La flasque est ensuite 

incubée pendant 72 h au contact de l’inoculum.  

A la fin de la durée d’amplification le tapis cellulaire observé au microscope optique pour vérifier 

l’apparition de plage de lyse et comparer l’aspect du tapis cellulaire avec celui des témoins. Le 

tapis est ensuite décollé à l’aide d’un râteau stérile. Le contenu de la flasque est centrifugé 20 

minutes à 600 g à 4°C. Le surnageant et le culot sont aliquotés séparément puis conservés à -80°C. 

Ces deux types d’échantillons sont riches en virus, permettant une titration de ce dernier, 

notamment sur le surnageant acellulaire, via notamment la détermination de la TCID50 (Tissu 

Culture Infectious Dose 50), qui est une mesure utilisée en virologie pour évaluer la quantité de 

virus nécessaire pour infecter 50 % des cellules dans une culture tissulaire (non réalisée lors de ce 

travail). 

 

 

Surnageant  
infecté (DK13) 

Cel lules MDCK à  80% 
de confluence 

34°C, 5% de CO2, 1h30 
 

+ DMEMc 

34°C, 5% de CO2, 72h 

 
Décol lement du 
tapis  cel lula i re 600 g, 4°C, 20 min 

 

Surnageant riche 
en vi rions  

Culot riche en 
vi rions  

Figure 14 : Amplification du virus (souche DK13) sur cellules MDCK (réalisé avec Biorender.com) 
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Le titre en virus augmente au fur et à mesure des amplifications virales, jusqu’à atteindre un 

plateau. Les surnageants utilisés lors des amplifications avaient toujours un TCID50 supérieur à 

3,0x103 TCID50/ml. 

3.1.2.3) Culture des spermatozoïdes 

Des paillettes de sperme congelé sont décongelées en les plongeant brièvement au bain-

marie à 37°C, puis les spermatozoïdes sont incubés dans du milieu de conservation CaniPlus Chill 

LT « Chill LT » (référence 13700/0045, minitubeTM) à 34°C, 5% de CO2, et un suivi de leur mobilité 

et du pourcentage de spermatozoïdes progressifs est réalisé sur 24h, à l’aide d’un analyseur de 

semence IVOS (système CASA). 

Du sperme frais est également utilisé. La phase spermatique est ensuite mélangée avec du 

milieu de conservation « Chill LT », puis incubée à 34°C, 5% de CO2. Un suivi de la mobilité et du 

pourcentage de spermatozoïdes progressifs est réalisé avec le même appareil. 

Des résultats non communiqués ici, montrent une meilleure viabilité des spermatozoïdes  

provenant du sperme frais ainsi qu’une diminution rapide de la survie des spermatozoïdes au-delà 

de 24h d’incubation. 

3.1.3) RECHERCHE D’UN POSSIBLE EFFET VIRUCIDE DU SPERME 

 Comme vu dans le paragraphe 2.2.3 le sperme a un effet modulateur sur les infections 

virales, et notamment dans certaines situations, un effet inhibiteur de l’infection de certains virus, 

s’apparentant à un effet virucide. Cet effet virucide a été suspecté au cours de précédentes 

manipulations réalisées par notre équipe de recherche. Celles-ci consistaient à essayer d’isoler une 

souche de CHV-1 à partir de sperme positifs au CHV-1 en PCR (Charles et al. 2022) et analyses qui 

ont suivi lors de stage BTS2 (A Lazennec 2023). L’isolement n’a pas été possible et l’hypothèse 

d’un effet virucide a été émise (résultats non présentés). 

L’objectif de cette expérience est de mettre en contact le virus avec du liquide spermatique 

acellulaire, d’ajouter cet inoculum au milieu de culture des cellules MDCK, et d’évaluer s’il y a une 

baisse d’efficacité de l’infection des cellules ou même une absence d’infection, évaluée par 

l’analyse relative des Cq en PCR en temps réel de séquences du CHV-1 (voir ci-dessous). Cette 

inhibition, si elle a lieu, pourrait être le témoin d’une action virucide du LSA, confirmant notre 

hypothèse. Les étapes suivantes sont réalisées selon le MO-15 (voir annexe 3 et annexe 4) : 
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Préparation du liquide spermatique acellulaire 

Comme expliqué précédemment la phase spermatique d’un sperme prélevé puis congelé à 

-20°C est décongelée puis centrifugée afin de récupérer le surnageant. Pour compléter le volume 

de LSA qui était parfois insuffisant, le surnageant de la phase prostatique du même chien a été 

rajoutée, afin d’obtenir 2 ml de LSA. Deux LSA ont été testés. 

 

 

 

Préparation des dilutions virales  

 Deux dilutions dans du DMEM complet (DMEMc) ont été réalisées à partir du surnageant 

d’une amplification virale d’un TCID50 de 4,22x104 TCID50/ml préparée antérieurement à ce 

travail : une dilution au 1/10ème (nommée D10) et une dilution au 1/50ème  (nommée D50).  

 Dans l’éventualité où le sperme possède une capacité virucide il nous a ainsi semblé 

intéressant de l’évaluer face à deux concentrations virales. Cela permet d'évaluer non seulement 

l'existence d'un éventuel effet virucide, mais aussi si cet effet peut être surpassé lorsque la charge 

virale est trop élevée. 

 

 

  

Phase spermatique 
+/- prostatique 

Centri fugation 4000 g, 
4°C, 10 min 

Récupération du surnageant 
= 

LSA 

Figure 15 : Préparation du liquide spermatique acellulaire (réalisé sur Biorender.com) 

 

Surnageant cul ture 
MDCK infectée par 

DK13 

D10 D50 

23 µl  
+ 

207 µl  
DMEMc 

22 µl  
+ 

88 µl  
DMEMc 

Figure 16 : Préparation des dilutions virales (réalisé sur Biorender.com) 
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Préparation des solutions d’incubations 

Ces solutions dîtes d’incubation sont les mélanges réalisés entre virus et LSA avant leur 

passage sur cultures cellulaires MDCK. Ce temps de contact doit permettre d’établir un possible 

effet virucide.  

4 solutions sont préparées : 

 - Une solution témoin négatif, constituée d’un surnageant d’une précédente culture cellulaire de 

cellules MDCK saines, c’est-à-dire sans aucun contact avec le virus. 

- Une solution témoin positif, constituée de la dilution virale D10 diluée au 1/10ème dans du 

DMEMc, connue pour infecter un tapis de MDCK 

- Deux solutions tests, constituées respectivement des dilutions virales D10 ou D50, diluées au 

1/10ème dans le LSA (ce dernier est donc largement majoritaire à 90%, voir Figure 17) 

Ces 4 solutions sont placées à l’étuve à 34°C, 5% de CO2 sur un agitateur automatique pendant 

3h30. L’objectif est de permettre le contact entre le LSA et le virus pendant la durée d’incubation.  

 

 

Incubation sur les tapis cellulaires MDCK 

Les 4 solutions sont ajoutées au milieu de culture de 4 flasques 25 cm3 (F25) déjà 

ensemencées avec des cellules MDCK à sub-confluence. Les flasques sont ensuite placées en 

incubation à 34°C, 5% de CO2 pendant 1h30. Le surnageant est ensuite récupéré et congelé à -

80°C, et les tapis cellulaires sont lavés à l’aide de PBS. Du milieu DMEM complet est remis sur les 

tapis cellulaires et les flasques sont placées de nouveau à l’étuve. L’objectif étant de permettre au  

virus s’il était présent (T+) ou encore intègres (solutions 3 et 4) d’infecter les cellules MDCK avant 

Surnageant culture 
MDCK sa ine (1 ml) 

(T-) 

D10 (100 µl ) 
+ 

DMEMc (900 µl ) 
(T+) 

D10 (100 µl ) 
+ 

LSA (900 µl ) 
 

D50 (100 µl ) 
+ 

LSA (900 µl ) 
 

34°C, 5% de CO2, 3h30 
Agitateur automatique  

Figure 17 : Préparation des solutions d’incubations (réalisé sur Briorender.com) 
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le retrait du milieu de culture. Une fois cette étape réalisée, on attend que le virus puisse 

éventuellement être amplifié (au moins pour le témoin positif) sur les tapis cellulaires.  

 

 

 

 

Figure 18 : Incubation sur les tapis cellulaires MDCK (réalisé sur Biorender.com) 

34°C, 5% de CO2, 1h30 
 

Passage des solutions d’incubation sur tapis cellulaire MDCK 
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Surveillance et arrêt de l’incubation  

 Les tapis cellulaires sont contrôlés au microscope optique deux fois par jour. L’incubation 

est arrêtée une fois le tapis cellulaire du témoin négatif à 100% de confluence ou lorsqu’au moins 

une des flasques contenant du virus présente des signes francs d’infection (notamment le témoin 

positif).  

Le surnageant est alors retiré, centrifugé et congelé à -80°C. Le tapis cellulaire est à nouveau lavé, 

puis récupéré, soit par grattage (voir annexe 3) soit par trypsination des cellules (voir annexe 4). Le 

surnageant du dernier lavage au PBS est récupéré et congelé à -80°C, pour vérifier à priori  

l’absence de virus par PCR en temps réel. Les culots sont également congelés à -80°C après 

centrifugation et asséchement. Les échantillons sont conservés en attente d’analyse par PCR en 

temps réel EvaGreen® pour la détection d’ADN du virus DK13. 
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Culots  
 (après  assèchement) 

 

1000 g, 10 min, 4°C 
 

Culot 1 + contenu des  
flasques  après  

décol lement des  tapis  
cel lula i res  

 

1000 g, 10 min, 4°C 
 

Assèchement 
 

PBS 

SNG 2 
 

Lavage au PBS 
Mi l ieu de cul ture  

1000 g, 10 min, 4°C 
 

SNG 1 
 

Assèchement 
 

Culot 1, conservés  sur glace  
 

OU 
Tryps ine 4X, 5 

à 10 min 
 

Figure 19 : Surveillance et arrêt de l’incubation (réalisé sur Biorender.com) 

1000 g, 10 min, 4°C 
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3.1.4) ETUDE DE LA CAPACITE DES SPERMATOZOÏDES A TRANSMETTRE LE VIRUS APRES LAVAGES 

L’objectif de cette manipulation est de mettre artificiellement en contact le virus CHV-1 et 

des spermatozoïdes pour tester l’hypothèse d’une possibilité d’infection du spermatozoïde ou 

de la fixation du virus à sa surface. Dans les deux cas cela pourrait indiquer une possible 

transmission du virus à la femelle lors de la reproduction. Les spermatozoïdes seront ensuite lavés  

avant d’être placés sur des nacelles au-dessus de tapis cellulaires de MDCK. Ces nacelles 

possèdent un filtre de 0,4 µm laissant passer les molécules, les virus et le milieu mais qui ne 

permet pas le passage des spermatozoïdes. De ce fait, il n’y a pas de contact direct entre les 

spermatozoïdes et les cellules MDCK. Ainsi, s’il y a infection du tapis cellulaire cela implique  soit : 

 une infection préalable des spermatozoïdes (virions en positions intracellulaire) qui 

seraient alors en capacité de transmettre le CHV-1 aux cellules MDCK de notre modèle 

d’étude. 

 la capacité du virus à s’attacher de façon réversible aux spermatozoïdes , qui seraient là 

encore en capacité de transmettre le CHV-1 aux MDCK, malgré les lavages. 

En cas d’absence d’infection des cellules MDCK cela signifierait que le virus ne peut pas pénétrer 

au sein des spermatozoïdes et qu’il serait possible de l’éliminer par lavages de spermatozoïdes.  

Les étapes suivantes sont réalisées selon le MO-16 (voir Annexe 5) : 

Infection des spermatozoïdes 

Deux phases spermatiques de deux chiens donneurs de spermes différents (n=2) sont 

diluées au 1/3 dans le milieu de conservation « Chill LT ». Une mesure de la mobilité des 

spermatozoïdes et du pourcentage de spermatozoïdes progressifs est réalisée, de même qu’une 

numération de ceux-ci, à l’aide d’un analyseur de semence IVOS (système CASA). La mobilité des 

spermatozoïdes indique leur capacité à se déplacer, et les spermatozoïdes progressifs 

correspondent aux spermatozoïdes se déplaçant de manière linéaire parmi les spermatozoïdes 

mobiles. 

Les mélanges sont séparés en deux tubes de même volume. Pour chaque sperme, 200 µl 

d’un surnageant viral est ajouté dans l’un des tubes, tandis que le second reçoit 200 µl de DMEM 

complet (constituant le témoin négatif). Ces solutions sont incubées pendant 3 h 30 à l’étuve à 

34°C, 5% de CO2. La durée d’exposition du sperme au CHV-1 a été augmentée ici (par rapport au 



- 86 - 

 

test « virucide » précédent pour augmenter la probabilité d’une infection des spermatozoïdes si 

elle est possible). Cette étape a pour but de permettre un contact entre le virus et les 

spermatozoïdes et éventuellement la pénétration du virus au sein des spermatozoïdes. 

Une seconde mesure de la mobilité des spermatozoïdes et du pourcentage de progressif 

est ensuite réalisée. Les tubes sont alors centrifugés, le surnageant est récupéré et stocké à -20°C 

en vue d’une extraction d’ADN et d’une analyse PCR en temps réel de l’ADN viral (attendue 

positive pour les deux échantillons ayant reçu du surnageant viral). 

Lavage des culots 

 Les culots de cellules (essentiellement composé de spermatozoïdes), exposés et non 

exposés au virus CHV-1, sont lavés à l’aide du milieu de conservation « Chill LT » puis centrifugés à 

400 g pendant 5 minutes à température ambiante. Les surnageants sont récupérés et stockés à -

20°C en vue d’une extraction d’ADN et d’une analyse PCR. Le nombre de lavage est arbitrairement 

fixé à 2. L’objectif de cette étape est de réduire ou d’éliminer le virus qui pourrait être présent à 

Prélèvement de 
sperme fra is  

Phase 
urétra le 

Phase 
spermatique 

Phase 
prostatique 

Di lution au 1/3 
avec  mi lieu « Chill 

LT » à  37°C 

Mesure 
progressif et 

mobi l i té 

+numération 

+ 200 µl  
DMEMc 

+ 200 µl  
surnageant 

vira l  

Mesure 
progressif et 

mobi l i té 
 

34°C, 5% de CO2, 3h30 400 g, TA, 5 min 

SNG 0 

Culot de 
spermatozoïdes 

Figure 20 : Infection des spermatozoïdes (réalisé sur Biorender.com) 
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l’extérieur du spermatozoïde dans le liquide spermatique, ou bien le virus potentiellement attaché 

à la surface de ce dernier. 

 

Passage des spermatozoïdes sur tapis cellulaire MDCK 

 Une plaque 12 puits préalablement ensemencée avec des cellules MDCK à 0,4 millions de 

cellules par puits est utilisée. Après un changement du milieu de culture, des nacelles sont 

positionnées sur les puits recevant les spermatozoïdes exposés et non exposés au CHV-1. La 

plaque est divisée de la façon suivante: 

  

 

MDCK + 100 µl 
« SPZ+ » chien 2 

MDCK + 100 µl 
« SPZ+ » chien 1 

Témoin positif : 
MDCK + 30 µl de SNG 
viral 

MDCK + 100 µl 
« SPZ- » chien 2 

MDCK + 100 µl 

« SPZ- » chien 1  

Témoin  négatif : 
MDCK 

 

Figure 22 : Schéma de la plaque 12 puits avec nacelles 

+ 4 ml  « Chi l l  LT » 

Culot de spermatozoïdes  
400 g, TA, 5 min 

Culot de 
spermatozoïdes  

SNG 1 
SNG 2 

Figure 21 : Lavage des culots (réalisé avec Biorender.com) 
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La plaque avec nacelles est ensuite incubée pendant 24 h à 34°C, 5% de CO2. L’objectif de cette 

étape est de permettre une possible infection des cellules MDCK et donc une amplification virale, 

à partir des spermatozoïdes s’ils sont infectés ou porteurs de virus non éliminés par les 2 lavages.  

 

Retrait des nacelles 

Les nacelles (contenant les spermatozoïdes, éventuellement du virus et du milieu) sont 

retirées au bout de 24h d’incubation, ce qui correspond à la durée moyenne de survie des 

spermatozoïdes dans nos conditions expérimentales (voir paragraphe 3.1.2.3). C’est lors de ces 

24h que le virus peut se répliquer dans les spermatozoïdes, s’il a pu y pénétrer, ou s’en détacher 

s’il y est attaché et être transmis aux cellules MDCK.  

Les nacelles sont ensuite grattées et rincées à l’aide de PBS. Leur contenu est récupé ré et 

centrifugé à 400 g pendant 5 minutes à 4°C. Le surnageant est récupéré et congelé. Un lavage des 

culots de spermatozoïdes est réalisé, le surnageant est de nouveau récupéré et congelé, de même 

Plaque 12 puits, cellules  MDCK 
à  confluence 

Ajout des  nacel les  Ajout des  culots  de 
spermatozoïdes   et des  

solutions  témoins  

34°C, 5% de CO2 
Survei l lance 2 fois  par 

jour 

QSP 1 ml  de DMEMc 
dans  les  puits  avec 

nacel les  

 

Figure 23 : Passage des spermatozoïdes sur tapis cellulaire MDCK (réalisé sur Biorender.com) 
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que les culots de spermatozoïdes après assèchement. La plaque 12 puits est remise en incubation 

à 34°C, 5% de CO2 pour favoriser l’éventuelle amplification de l’infection des cellules MDCK.   

 

Arrêt de la possible amplification viral 

Au bout de 40 heures d’incubation sans nacelle, les tapis de cellules MDCK sont de 

nouveau observés au microscope optique pour rechercher un effet cytopathique (plages de lyses). 

Ensuite, le surnageant est récupéré et congelé. Les tapis cellulaires sont lavés 2 fois au PBS pour 

retirer les débris cellulaires et les virus qui pourraient encore se trouver à la surface des tapis, 

avant d’être grattés. Le contenu de chaque puits est ensuite centrifugé, le surnageant récupéré et 

congelé, de même que les culots après transfert en Eppendorf 1,5 ml, centrifugation et 

assèchement. L’ADN total de ces prélèvements est ultérieurement extrait en vue d’une recherche 

par PCR en temps réel d’ADN viral. 

 

34°C, 5% de CO2 
Survei l lance 2 fois  par 

jour 

Culot de 
spermatozoïdes  

Surnageant 

400 g, 4°C, 5 min 

+ 200 µl  PBS 

Culot de 
spermatozoïdes  

Surnageant 

400 g, 4°C, 5 min 

Transfert du 
contenu de la  

nacel le  

Décol lement fond 
de la  nacel le  
+ 200 µl  PBS 

Plaque avec nacelle 

sur tapis cel lula i re 
MDCK à  t=24h 
d’incubation 

Plaque sans nacelle  

Figure 24 : Retrait des nacelles (réalisé avec Biorender.com) 
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Plaque à  t=24h 
d’incubation après retrait 

des  nacel les  

Surnageant des  
puits  1000 g, 4°C, 

10 min 

SNG 3 

Culot 1, conservés  
sur glace après  
assèchement  

Double lavage PBS des  
tapis  cel lulai res  MDCK 

1er lavage : SNG 4 
2ème lavage : SNG 5 

+ 800 µl  PBS 

Décol lement des  
tapis  cel lula i res  

Contenu du pui ts  + 
culot 1 

correspondant 

1000 g, 4°C, 10 min 

SNG 6 

Culot de cel lules  
MDCK 

Figure 25 : Arrêt de la possible amplification virale (réalisé sur Biorender.com) 
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3.1.5) EVALUATION D’UN POSSIBLE RISQUE D’INHIBITION DE LA PCR  PAR LE LIQUIDE 

SPERMATIQUE ACELLULAIRE (LSA) 

 Lors de cette manipulation une gamme de dilution d’ADN de cellules MDCK infectées par le 

virus CHV-1 souche DK13 va être réalisée. Cette gamme sera ensuite diluée dans de l’eau ou dans 

du liquide spermatique acellulaire. Les différents échantillons de ces gammes seront ensuite 

analysés en PCR en temps réel. L’analyse des Cq permettant une quantification relative du CHV-1 

en fonction des dilutions d’ADN de MDCK infectées et de la présence ou de l’absence de LSA.  

Les objectifs de cette manipulation sont multiples  :  

- Déterminer la limite de détection de la PCR EvaGreen® en eau afin de caractériser sa 

sensibilité 

- Mettre en évidence une diminution de la sensibilité de la PCR en présence de liquide 

spermatique, et donc un effet inhibiteur de celui-ci sur la PCR. 

- Déterminer une dilution de liquide spermatique permettant une réapparition systématique 

du signal PCR. 

- Explorer une éventuelle variabilité interindividuelle de l’inhibition de la PCR par le liquide 

spermatique. 

3.1.5.1) Réalisation d’une gamme de dilutions d’ADN de cellules MDCK infectées par 

DK13 

La gamme de dilution en eau d’ADN extrait de cellules MDCK infectées est réalisée à partir 

d’un échantillon d’ADN positif au virus et dont la concentration en acide nucléique est connue 

(l’échantillon a déjà été analysé en PCR et avec le NanoDrop, voir paragraphe 3.1.6.3 et 3.1.7). La 

gamme contient des dilutions sériées de 10 en 10, allant de 200 ng/µl à 2,0x10-4 ng/µl. Elle est 

donc composée de 7 échantillons nommés D0 à D6 (D0 correspond à l’échantillon le plus concentré 

et D6 à l’échantillon le moins concentré, voir Tableau 4). Par la suite cette gamme est désignée par 

le nom de « gamme mère ». 

Tableau 4 : Concentration des échantillons de la gamme « mère » de dilutions d’ADN de cellules 

MDCK infectées par DK13 

Echantil lon D0 D1 D2 D3 D4 D5 D6 

[ADN] (ng/µl) 200 20 2,0 2,0x10
-1 

2,0x10
-2

 2,0x10
-3

 2,0x10
-4
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3.1.5.2) Evaluation de la sensibilité de la PCR en eau 

La gamme mère précédemment décrite est diluée au ½ dans de l’eau pure, il s’agit de la 

« gamme fille eau ». Les différents échantillons de cette gamme sont nommés Dx eau, avec x allant 

de 0 à 6 (voir Tableau 5). 5 µl de chaque échantillon sont déposés dans les puits lors de la PCR en 

temps réel EvaGreen® recherchant l’ADN du CHV-1. 

Tableau 5 : Concentration des échantillons de la gamme fille en eau 

Echantil lon D0 eau D1 eau D2 eau D3 eau D4 eau D5 eau D6 eau 

[ADN] (ng/µl) 100 10 1,0 1,0x10
-1 

1,0x10
-2

 1,0x10
-3

 1,0x10
-4

 

3.1.5.3) Analyses préliminaires d’une possible inhibition de la PCR par le LSA 

Dans des explorations préliminaires, deux liquides spermatiques acellulaires (n=2, LSA1 et 

LSA2) sont dilués au 1/5ème, 1/20ème, 1/40ème et au 1/100ème avec de l’eau pure. Ces quatre 

dilutions de LSA sont à nouveau diluées au ½ avec certains échantillons de la gamme mère (voir 

Tableau 6). 5 µl de ces préparations sont ensuite déposées dans les puits lors de la PCR en temps 

réel EvaGreen®. Les échantillons de la gamme fille eau sont utilisés comme témoins positifs 

(conditions similaires sans LSA). Toutes les combinaisons entre les solutions de la gamme mère et 

les LSA dilués n’ont pas été testées afin de limiter le nombre d’analyse. Les combinaisons non 

analysées pourront toujours l’être dans un second temps au besoin. 

Tableau 6 : Dilutions des liquides spermatiques acellulaires et leur mélange avec les échantillons de 

la gamme mère. 

 D0 D1 D2 D3 D4 

LSA1 1/5      

LSA2 1/5      

LSA1 1/20      

LSA2 1/20      

LSA1 1/40      

LSA2 1/40      

LSA1 1/100      

En vert : les préparations ont été testées                   En blanc : les préparations n’ont pas été testées 
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3.1.5.4) Analyse d’une possible inhibition de la PCR par le LSA et variabilité 

interindividuelle 

Dans de nouvelles analyses optimisées en fonction des expériences préliminaires 

précédentes, de nouveaux liquides spermatiques acellulaires (n=6) sont dilués au 1/50ème, 

1/200ème et 1/500ème et sont associés à trois des dilutions virales (D0, D2, D4) afin d’observer à 

partir de quelle dilution le signal est retrouvé et est identique à la gamme diluée en eau. Ces 6 LSA 

vont permettre également de comparer une éventuelle variation du signal selon le chien 

fournissant le prélèvement. 

 

3.1.6) EXTRACTIONS D’ADN DES ECHANTILLONS 

3.1.6.1) Principe général 

L’objectif de cette manipulation est d’extraire et de purifier l’ADN total (canin et 

éventuellement viral) de différents échantillons : culots cellulaires de MDCK ou de spermatozoïdes 

potentiellement infectés par le CHV ou encore surnageants de cultures cellulaires. Une fois l’ADN 

génomique canin et potentiellement viral extraits une analyse PCR sera réalisée. 

L’extraction d’ADN est composée de plusieurs étapes successives  : lyse cellulaire, 

précipitation, lavage et élution. Elle est basée sur la chromatographie d’affinité entre une colonne 

de silice et les acides nucléiques. 

3.1.6.2) Protocoles différents utilisés selon le type de prélèvement 

3.1.6.2.1) Extraction à partir de culots cellulaires 

L’objectif est d’extraire des culots de cellules MDCK ou des culots de spermatozoïdes l’ADN 

génomique ainsi que, s’il y est présent, l’ADN viral du CHV-1.  

La manipulation est effectuée selon le MO-2 (Annexe 6) à l’aide du kit « Genomic DNA 

NucleoSpin® Tissue » (Référence 740952, Macherey-NagelTM). La première étape est la lyse 

cellulaire. Elle est réalisée à l’aide de Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), de protéinase K et de chlorure 

de guanidinium. Il s’agit respectivement d’un détergent ionique, d’une enzyme et de sels 

chaotropiques. Leurs activités combinées permettent de désorganiser les membranes cellulaires 

et de détruire les protéines.  
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Avant transfert en colonne de silice, de l’éthanol absolu est ajouté pour précipiter l’ADN et 

favoriser son adhésion à la membrane de silice. L’ADN, chargé négativement, se fixe par affinité à 

cette membrane, chargée positivement. Plusieurs lavages sont alors réalisés, permettant 

d’éliminer les éléments non liés à la colonne (débris cellulaires, protéines) et de ne conserver que 

l’ADN. Une fois cette étape de purification de l’ADN terminée, un tampon d’élution alcalin est 

déposé. Celui-ci vient se lier avec l’ADN avec une affinité plus forte que la colonne, permettant à 

l’ADN de traverser celle-ci et d’être récupéré pour dosage et analyse PCR. 

3.1.6.2.2) Extraction à partir de surnageants acellulaires 

L’objectif est d’extraire des surnageants acellulaire (par exemple de culture MDCK, mais 

aussi de phase spermatique ou de lavages…), ne contenant pas ou très peu de cellules, mais 

potentiellement de l’ADN du CHV-1. Cet ADN extrait sera ensuite analysé en PCR pour la présence 

de séquences virales. La manipulation est réalisée selon le MO- 5 (Annexe 7) à l’aide du kit « 

NucleoSpin Virus, Mini kit for viral RNA/DNA purification » (Référence 740983, Macherey-

NagelTM). Le principe de l’extraction est globalement similaire à celui précédemment décrit 

concernant les culots cellulaires. Cette extraction comprend une étape supplémentaire entre la 

lyse cellulaire et la précipitation. Celle-ci consiste à ajouter de l’« ARN carrier ». Il permet 

d’augmenter artificiellement la concentration en acide nucléique présente dans le lysat avant 

passage sur la colonne. Ainsi, la précipitation est optimale et il est possible d’extraire l’ADN viral 

présent en faibles quantités dans les surnageants.  

3.1.6.3) Mesure de la concentration en ADN des échantillons et de leur qualité 

Une fois l’ADN extrait, quelques microlitres de chaque échantillon sont sacrifiés pour 

déterminer la pureté et la concentration en acides nucléiques. Cet analyse est effectuée avec le 

Spectrophotomètre NanoDrop™ 2000 / 2000c (référence ND2000LAPTOP, Thermo Scientific™). 

Deux microlitres de l’échantillon sont déposés puis analysés par l’appareil par spectrophotométrie 

Ultra-Violet (U.V.). Les absorbances 260 nm (A260) et 280 nm (A280) sont mesurée. Elles 

permettent de calculer le rapport A260 nm/A280 nm qui renseigne sur la qualité de l’extraction. 

Ce rapport doit en effet être idéalement compris entre 1,8 et 2,0. L’absorbance à 260 nm 

correspond à l’absorbance des bases azotées de l’ADN ou de l’ARN et l’absorbance à 280 nm 

correspond à celles d’acides aminés aromatiques. En cas de contamination par des résidus 

protéiques, ce rapport tendra à être diminué. 
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L’absorbance à 260 nm quant à elle permet (lorsque la qualité a été validée) de déterminer 

la concentration d’ADN ou d’ARN en ng.µL-1 grâce à la loi de Beer-Lambert (A= ε x l x c ; avec ε, le 

coefficient d’extinction molaire (mol.L-1.cm-1) variable selon la nature des acides nucléiques ; l, la 

longueur du trajet optique (cm) ; et c, la concentration molaire de l’échantillon (mol.L -1)).  

La détermination de la concentration en ADN n’est possible que pour l’ADN extrait à partir 

de culot cellulaire. En effet la présence de l’ARN carrier, dans le cas d’extraction à partir de 

surnageant ou liquides acellulaires, vient fausser cette mesure. 

3.1.7) RECHERCHE D’ADN VIRAL PAR PCR EN TEMPS REEL EVAGREEN® 

La PCR classique est une méthode courante d'amplification de l'ADN génomique qui 

permet d'obtenir de grandes quantités d'ADN cible, encadré par deux amorces nucléotidiques, 

facilement détectables sur gel d’électrophorèse, à partir d'échantillons faiblement concentrés. Ce 

processus commence par une phase de dénaturation initiale à 95°C, où l'ADN bicaténaire est 

séparé en brins d’ADN monocaténaires. Ensuite, un cycle de trois étapes est répété plusieurs fois. 

Ces étapes incluent : 

Dénaturation à 95°C : séparation de l'ADN double brin. 

Hybridation des amorces sur l'ADN simple brin à une température légèrement inférieure à la 

température de fusion (Tm) du couple d'amorces choisi. 

Élongation à 72°C, où l'ADN polymérase reconstitue le brin complémentaire à partir des amorces. 

Ces cycles sont répétés environ 40 fois, avec une étape finale d'élongation pour compléter si 

besoin les derniers brins d'ADN néoformés. 
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La PCR en temps réel utilise le même principe de base que la PCR classique, mais y ajoute 

un système de détection du produit d’amplification par fluorescence. Cette méthode permet de 

suivre l'amplification de l'ADN en temps réel, cycle par cycle, offrant ainsi une observation directe 

et rapide des résultats avec une plus grande efficacité et automatisation. En outre, la PCR en 

temps réel peut fournir une analyse semi-quantitative ou quantitative du nombre de cibles 

présentes dans l’échantillon initial (on parlera alors de PCR quantitative ou qPCR). 

Le colorant fluorescent EvaGreen® a été utilisé lors de nos différentes analyses PCR en 

temps réel comme marqueur. Ce colorant EvaGreen® est un intercalant de l'ADN : en solution, il 

n'émet que très peu de fluorescence. Cependant, lors de l'élongation par l'ADN polymérase, ce 

colorant se fixe à l'ADN amplifié, entraînant l'émission d'une fluorescence verte. Le colorant 

EvaGreen® se lie donc à chaque nouveau brin d'ADN formé, ce qui signifie que plus le nombre 

d'amplicons (produits d’amplification de la cible, limité par les amorces spécifiques) est important, 

plus la fluorescence cumulée mesurée au sein de l’échantillon en cours d’analyse va augmenter. 

La réalisation d’analyses PCR pour rechercher l’ADN du CHV-1 nécessite l’utilisation 

d’amorces spécifiques du virus. Nous avons choisi d’utiliser pour cela les amorces Lionel Martignat 

Dénaturation 
95°C 

X 40 cycles 

Hybridation Elongation 
72°C 

Amorce 

ADN polymérase 

Nucléotide 

ADN cible 

Figure 26 : Principe de la PCR classique (réalisé sur Biorender.com) 
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- glycoprotéine B (LM-gB) (Séquences confidentielles car non encore publiées). Elles ciblent le gène 

de la glycoprotéine B de l’Herpès Virus Canin et ont été validées par différentes études antérieures 

de l’équipe de recherche (Charles et al., 2022 ; ESAR Nantes 2024). 

Afin de réaliser cette analyse PCR EvaGreen® plusieurs étapes sont nécessaires. Ces étapes 

sont réalisées selon le MO-8 (Annexe 8) et respectent le principe de la marche en avant, 

permettant normalement de limiter au maximum les contaminations  en cours des manipulations. 

Ces contaminations se produisent lorsqu’un échantillon est accidentellement exposé à de l’ADN, 

provenant des autres échantillons ou de PCR précédentes, et entrainent donc un risque accru de 

résultats faux positifs. La méthode de marche en avant aide à éviter ces contaminations en 

séparant physiquement les étapes de préparation des échantillons, d'amplification et de 

manipulation des produits de PCR, minimisant ainsi les risques de contamination croisée. Des 

témoins négatifs viennent confirmer l’absence d’ADN cible circulant. 

La première étape consiste en la réalisation du mélange réactionnel de la PCR. Pour cela au 

tampon « Hot FIREpol EvaGreen® qPCR mix plus (no ROX) » (référence : 08-25-00001, Solis 

BiodyneTM) sont ajoutés de l’eau de qualité biologique moléculaire ainsi que les amorces sens et 

anti-sens LM-gB. Ce tampon contient le colorant EvaGreen®, des désoxyribonucléotides 

triphosphates, du chlorure de magnésium co-facteur de la polymérisation, un tampon et une ADN 

polymérase thermostable. Une fois le mélange réactionnel complet réalisé dans les quantités 

adaptées à l’analyse, celui-ci est réparti dans une plaque 96 puits, avec 16 µl de mix par puits. 

L’étape suivante consiste à l’ajout dans les puits 4 µl d’échantillon à analyser par puits. Un 

même échantillon est déposé dans 3 puits consécutifs, formant une « triplicate ». 2 échantillons 

témoins sont systématiquement analysés, quelques soient les analyses réalisées. Le premier est un 

témoin négatif, sans matrice, ici de l’eau de qualité biologique moléculaire est utilisée avec le 

mélange réactionnel complet. Lors de la réaction aucun signal ne doit émettre de fluorescence 

dans ces puits. Le second témoin est un témoin positif de PCR, composé d’un échantillon d’ADN 

contenant de l’ADN de CHV-1 dont une précédente analyse  PCR a déjà confirmé la présence (par 

exemple ADN de MDCK infectées par la souche DK13). 

La dernière étape consiste en l’analyse PCR de cette plaque. Cette PCR est réalisée sur 

l’appareil CFX Connect Real-Time PCR Detection System (Référence 1855201, de BioradTM), selon 

le programme suivant : 
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Première phase de dénaturation : 12 minutes à 95°C  

Puis 40 cycles de 55 secondes composés comme suit : 

1. Dénaturation : 15 secondes à 95°C 

2. Hybridation : 20 secondes à 60°C 

3. Elongation : 20 secondes à 72°C 

La programmation est effectuée à l’aide du logiciel CFX-BioRad. 

Une fois le programme lancé, le thermocycleur mesure l’intensité de fluorescence émise à 

chaque cycle. Les résultats sont transmis sous forme de courbes d’amplif ication (ampliplot). Elles 

représentent la fluorescence relative émise (Relative fluorescence units, RFU) en fonction du 

nombre de cycles. Une valeur seuil est indiquée pour les échantillons positifs  : le cycle seuil (Ct, 

Cycle Threshold, appelé maintenant Cq, Quantitative Threshold). Cette valeur permet une analyse 

semi-quantitative de la quantité de d’ADN viral initialement présente dans l’échantillon. En effet, 

le Cq correspond au nombre de cycles nécessaires pour que la fluorescence dépasse le bruit de 

fond. Ainsi un Cq élevé indiquera qu’un nombre de cycle important aura été nécessaire pour 

atteindre une concentration en ADN viral détectable via la fluorescence, ce qui signifie que la 

concentration en ADN viral initiale était faible dans l’échantillon analysé. A l’inverse, un Cq plus 

précoce témoignera d’une quantité en ADN viral initiale plus importante. Lorsque la quantité 

d’ADN analysée en PCR a été standardisée après le dosage, cette comparaison des Cq permet donc 

une comparaison relative de la quantité d’ADN viral entre différents échantillons.  

Prenons un exemple théorique de comparaison d’un échantillon et du témoin positif 

associé. Le Cq associé au témoin positif est de 20 cycles. L’échantillon testé est positif à la PCR et 

son Cq associé est de 30 cycles. Cela signifie que le témoin positif utilisé en PCR est beaucoup plus 

riche en ADN viral que l’échantillon testé. Cette analyse ne nous permet pas d’obtenir une valeur 

absolue pour quantifier de façon absolue (en nombre de copies par µg d’ADN, par exemple) l’ADN 

viral dans notre échantillon. Mais dans des conditions expérimentales identiques il est possible de 

savoir si l’intensité de l’infection est similaire ou non entre nos échantillons.  
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En l’absence de fluorescence avant le 40ème cycle cela signifie qu’il n’y a pas de virus 

détectable dans nos conditions (limite inférieure de détection). De plus, une fluorescence détectée 

à la limite, soit autour du 39ème et 40ème cycle, est un résultat ambigu, car peut éventuellement 

correspondre à un artéfact. Il est nécessaire d’interpréter ces résultats avec prudence. Il est 

également possible d’ajouter une étape d’électrophorèse pour vérifier la présence de l’ADN cible.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Colorant de 

fluorescence 
EvaGreen® (forme 

inactive) 

Dénaturation 
15 s – 95°C 

X 40 cycles 

Hybridation 
20 s – 60°C 

Elongation 
20 s – 72°C 

Amorce 

ADN polymérase 

Nucléotide 

ADN cible 

Activation et émission 

de fluorescence 

Figure 27 : Principe de la PCR en temps réel EvaGreen® (réalisé avec Biorender.com) 
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3.2) RESULTATS 

3.2.1) ETUDE DE LA CAPACITE DES SPERMATOZOÏDES A TRANSMETTRE LE VIRUS (APRES LAVAGE) 

L’objectif de cette étude est d’évaluer la capacité du virus à pénétrer dans les 

spermatozoïdes, de s’y répliquer, puis d’infecter des cellules MDCK. Pour cela des spermatozoïdes 

sont incubés au contact du virus, puis lavés deux fois (ajout du milieu de conservation puis 

centrifugation avec élimination du surnageant). Ils sont ensuite placés dans des nacelles au-dessus 

de tapis cellulaire de cellules MDCK. 

3.2.1.1) Mesure de la mobilité et du pourcentage de spermatozoïdes progressifs  

 Les phases spermatiques sont analysées juste après le prélèvement puis après la première 

phase d’incubation, avant les lavages des culots de spermatozoïdes et leur passage en nacelle. 

Tableau 7 : Mesure de la mobilité et du pourcentage de spermatozoïdes progressifs avant et après 
incubation en présence ou absence du virus, à l’aide d’un analyseur de semence IVOS (système 

CASA) ; comparaison de la mobilité et du % de progressifs avant et après incubation. 

Durée d’incubation t=0h t=3h30 

Présence (+) ou absence (-) du virus - - + 

Chien 1 
Mobilité (%) 47 (100%) 36 (-23%) 17 (-64%) 

% Progressif 10 (100%) 7 (-30%) 4 (-60%) 

Chien 2 
Mobilité (%) 55 (100%) 26 (-53%) 15 (-73%) 

% Progressif 20 (100%) 4 (-80%) 2 (-90%) 

 

 On constate une très forte diminution de la mobilité et du pourcentage de spermatozoïdes  

progressifs dans les échantillons en présence du virus. Pour le chien 1, on a une diminution de 64% 

de la mobilité en présence de virus contre une diminution de 23% en l’absence de virus. On 

retrouve cette même différence avec le % de spermatozoïdes progressifs, avec une diminution de 

60% en présence de virus contre seulement 30% en son absence. Pour le chien 2, la mobilité et le 

% de progressif sont plus fortement impactés après incubation pour les deux échantillons. 

Néanmoins, on observe toujours une plus forte diminution des deux paramètres pour les 

spermatozoïdes en contact avec le virus (-73% de mobilité avec le virus contre -53% sans, et -90% 

de % de spermatozoïdes progessifs avec le virus contre -80% sans). La survie des spermatozoïdes 

dans nos échantillons est variable selon le donneur, et selon la présence ou l’absence du virus. 
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3.2.1.2) Observation des tapis cellulaires et recherche d’effet cytopathique  

Au cours de l’amplification de la plaque 12 puits, les tapis cellulaires sont observés au 

microscope optique X10 et X40, 2 fois par jour, pour contrôler la confluence des tapis cellulaire et 

pour rechercher un effet cytopathique du virus.  

Lors de l’arrêt de l’incubation les 2 puits correspondant aux témoins positifs d’infection 

présentaient des signes très clairs : décollement du tapis cellulaire avec de nombreuses cellules en 

suspension et observation d’un effet cytopathique. Cet effet cytopathique se manifeste par 

l'apparition de foyers de destruction cellulaire. Au centre de ces foyers, on observe un amas de 

débris cellulaires, avec encore quelques cellules intactes. En périphérie immédiate, les cellules ont 

complètement disparu, laissant une zone dépourvue de toute structure cellulaire. Plus loin en 

périphérie de cette zone atteinte, le tapis cellulaire retrouve une morphologie normale et reste 

encore intact (voir Figure 28). 

Les autres puits sont normaux, particulièrement ceux exposés à des spermatozoïdes ayant 

été préalablement mis en contact avec le CHV-1 puis lavés 2 fois : le tapis cellulaire est à 

confluence, avec quelques cellules en suspension et aucun effet cytopathique n’est visible. Les 

MDCK non infectées (témoins négatifs) présentent également ce type d’aspect.  

3.2.1.3) Mesure de la concentration en ADN des culots et de leur qualité  

Tapis cellulaire intact 

Centre du foyer de lyse 

Plage de lyse, acellulaire 

Figure 28 : Effet cytopathique du CHV-1 observé sur les tapis de cellules MDCK 
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 Deux types de culots sont extraits en ADN au cours de cette manipulation :  

 les culots de spermatozoïdes, récupérés lors du retrait des nacelles après 24h d’incubation 

 les culots de cellules MDCK, récupérés lors de l’arrêt de l’amplification de la plaque 12 

puits, 40h après le retrait des nacelles. 

Une fois ces culots extraits ils sont analysés en spectrophotométrie pour leur pureté et leur 

concentration en ADN (voir Tableau 8). 

Tableau 8 : Qualité et concentration en ADN des extractions pour les culots de spermatozoïdes et 

les culots de cellules MDCK, mesurées au spectrophotomètre NanoDrop™ 2000 / 2000c (Thermo 
Scientific™) 

Echanti l lon Concentration (ng/µl ) A260/A280 

Culot spermatozoïdes  Chien 1 - 4,2 3,53 

Culot spermatozoïdes  Chien 1 + 12,8 1,59 

Culot spermatozoïdes  Chien 2 – 2,5 4,01 

Culot spermatozoïdes  Chien 2 + 3,4 3,14 

Culot MDCK Témoin - 145,5 2,06 

Culot MDCK Chien 1 - 84,7 2,06 

Culot MDCK Chien 1 + 175,3 2,06 

Culot MDCK Chien 2 - 202,2 2,04 

Culot MDCK Chien 2 + 55,1 2,09 

Culot MDCK Témoin + 179,3 1,99 

On notera le très faible rendement d’extraction sur les culots de spermatozoïdes et également sa 

mauvaise qualité (ratio inférieurs à 1,8 ou supérieurs à 3). 

Pour les culots de cellules MDCK le rapport A260/A280 est légèrement supérieur au rendement 

théorique attendu (1,8-2,0), mais reste acceptable. La concentration en ADN est conforme à celle 

attendue pour ce type de culture 

Une extraction d’ADN est également réalisée sur les surnageants, mais ni la pureté ni la 

concentration en ADN ne sont analysées du fait de l’ajout d’ARN carrier.  

3.2.1.4) PCR EvaGreen® 

3.2.1.4.1) Analyse des surnageants de lavage des culots de spermatozoïdes 

 Après prélèvement du sperme, la phase spermatique est incubée pendant 3h30 au contact 

du virus. Les échantillons sont ensuite centrifugés. Le surnageant est aliquoté et nommé « SNG 
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0 », et les culots de spermatozoïdes sont récupérés. Ces derniers sont ensuite lavés deux fois avec 

le milieu de conservation « Chill LT », les surnageants de lavage sont aliquotés et nommés « SNG 

1 » pour le premier lavage et « SNG 2 » pour le second. Ces trois surnageants ont ensuite été 

extraits en ADN et analysés par PCR (voir Tableau 9). 
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Tableau 9 : Nombre de cycle seuil (Cq) en triplicata et température de fusion (Tm) pour les 
surnageant et lavages des culots de spermatozoïdes. Mesurés par l’appareil CFX Connect Real -Time 

PCR Detection System (BioradTM). 

Echanti l lon Cq Moyenne Ecart-type Tm 

NTC Négati f   Aucun 

SN
G

 0
 

Chien 1 - Négati f _ _ Aucun 

Chien 1 + 

31,36 

31,41 0,23 

77,00 

31,20 77,00 

31,66 77,00 

Chien 2 - Négati f _ _ Aucun 

Chien 2 + 

31,19 

30,84 0,49 

77,00 

30,49 77,50 

Négati f Aucun 

SN
G

 1
 

Chien 2 - Négati f _ _ Aucun 

Chien 1 + 

36,74 

36,79 0,71 

77,00 

37,53 77,00 

36,11 77,00 

Chien 2 - Négati f _ _ Aucun 

Chien 2 + 

35,22 

35,56 0,33 

77,00 

35,58 77,00 

35,87 77,00 

SN
G

 2
 

Chien 2 - Négati f _ _ Aucun 

Chien 1 + 

35,91 

36,51 0,85 

77,00 

37,11 77,00 

39,78 Aucun 

Chien 1 - Négati f _ _ Aucun 

Chien 2 + 

Négati f _ _ Aucun 

39,12 _ _ Aucun 

37,11 _ _ 77,00 

Témoin pos i ti f de PCR 

23,67 

23,57 0,09 

77,00 

23,52 77,00 

23,52 77,00 

 

Les conditions de la PCR sont validées (NTC négatif et témoin positif de PCR positif, 

l’amplicon est également validé lorsqu’il y a amplification par les Tm à 77 °C).Les surnageants des 

échantillons négatifs sont également tous négatifs, il n’y a pas eu de contamination au cours de la 

manipulation. 
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Les surnageants d’incubation des spermatozoïdes (SNG 0) des échantillons dits infectés 

contiennent bien de l’ADN viral (Cq= 31,41(+/- 0,23) et 30,84(+/- 0,49)). De même pour le premier 

surnageant de lavage (SNG 1) (Cq= 36,79(+/- 0,71) et 35,56(+/- 0,33)). On note également une 

augmentation du Cq entre le SNG 0 et le SNG 1, ce qui témoigne d’une diminution de la 

concentration virale. Le deuxième, et dernier surnageant de lavage (SNG 2) contient encore de 

l’ADN viral, notamment pour le chien 1, où 2 des triplicates sont encore positives. En ce qui 

concerne le chien 2, seule une des triplicates présente un Cq tardif (Cq = 37,11) accompagné d’un 

Tm spécifique de l’amplicon viral, ce qui témoigne de la persistance d’ADN viral dans cet 

échantillon, mais en très faible quantité. 

 Les lavages sont donc globalement efficaces pour diminuer le nombre de virions présents  

dans le surnageant des culots de spermatozoïdes après l’incubation.  

3.2.1.4.2) Analyse des culots de spermatozoïdes 

 Les culots de spermatozoïdes sont récupérés des nacelles puis sont analysés en PCR afin de 

contrôler si le virus a pu y persister au cours de la manipulation. 

Tableau 10 : Nombre de cycle seuil (Cq) en triplicata et température de fusion (Tm) pour les culots 

de spermatozoïdes. Mesurés par l’appareil CFX Connect Real-Time PCR Detection System 
(BioradTM). 

Echanti l lon Cq Tm 

NTC Négati f Aucun 

Culot de spermatozoïdes 

Chien 1 - 
Négati f Aucun 

Culot de spermatozoïdes 

Chien 1 + 

36,86 76,50 

39,34 Aucun 

38,38 Aucun 

Culot de spermatozoïdes 

Chien 2 - 
Négati f Aucun 

Culot de spermatozoïdes 

Chien 2 + 

39,81 Aucun 

39,28 Aucun 

38,99 Aucun 

Témoin pos i ti f de PCR 

37,80 76,50 

36,46 76,50 

37,38 76,50 
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La PCR est valide, en effet le témoin sans matrice est bien négatif et le témoin contenant 

de l’ADN du virus est clairement positif. Les culots de spermatozoïdes qui n’ont pas été au contact 

du virus sont bien négatifs à la PCR, il n’y a pas eu de contamination des cellules MDCK lors de la 

manipulation. 

Pour les deux culots de spermatozoïdes ayant été en contact du virus un signal fluorescent 

tardif est systématiquement détecté (Cq variant entre 38,38 et 39,81) mais n’est pas associé à une 

température de fusion, ces résultats doivent être considérés  comme négatifs (bruit de fond). Seul 

un puits du culot de spermatozoïdes ayant été au contact du virus du chien 1 (« culot de 

spermatozoïdes chien 1 + ») est positif, avec un Cq = 36,86 et une Tm = 76,50°C.  

Il semble difficile d’affirmer que des virions soient toujours présents dans les culots de 

spermatozoïdes à la fin de la manipulation. Si c’est le cas, ils le sont en très faible quantité et à la 

limite de détection, de telle sorte que notre PCR ne soit pas en mesure de le détecter 

systématiquement. 

3.2.1.4.3) Analyse des culots de cellules MDCK 

 Les culots de cellules MDCK sont récupérés au bout de 40h d’incubation après le retrait des 

nacelles contenant les spermatozoïdes, puis extraits en ADN et enfin analysés en PCR (voir Tableau 

11). 

Tableau 11 : Nombre de cycle seuil (Cq) en triplicata et température de fusion (Tm)  pour les culots 
de cellules MDCK. Mesurés par l’appareil CFX Connect Real-Time PCR Detection System (BioradTM). 

Echanti l lon Cq Moyenne Ecart-type TM 

NTC Négati f   Aucun 

Culot MDCK Témoin - Négati f   Aucun 

Culot MDCK Chien 2 - Négati f   Aucun 

Culot MDCK Chien 2 + Négati f   Aucun 

Culot MDCK Chien 1 - Négati f   Aucun 

Culot MDCK Chien 1 + Négati f   Aucun 

Culot MDCK Témoin + 

37,80 

37,21 0,69 

76,50 

36,46 76,50 

37,38 76,50 
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 Le culot de cellules MDCK correspondant au témoin positif est positif en PCR, avec un Cq = 

37,21. Tous les autres culots sont négatifs. Ces résultats sont concordants avec l’observation des 

tapis cellulaires et la présence d’un effet cytopathique uniquement sur les deux puits témoins 

positifs d’infection. 

3.2.1.4.4) Analyse des surnageants de culture des cellules MDCK 

 Deux des surnageants récupérés lors de l’arrêt de l’amplification de la plaque 12 puits ont 

été extraits en ADN puis analysés en PCR. Le premier est le surnageant 3 (SNG 3), correspondant 

au milieu de culture des tapis cellulaires, récupéré directement après l’arrêt de l’amplification. Le 

second est le surnageant 6 (SNG 6), correspondant au dernier surnageant récupéré après lavage 

des tapis cellulaire et avant assèchement puis congélation des culots cellulaires. L’analyse du SNG 

3 permet d’évaluer la présence possible de virus dans les puits après retrait des nacelles contenant 

les spermatozoïdes. L’analyse du SNG 6 permettrait selon notre hypothèse de vérifier l’absence de 

virus dans le milieu lors de la récupération finale des culots de MDCK. Ainsi seule la présence de 

virus en position intracellulaire pourra être possiblement détectée lors de l’analyse PCR des culots.  
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Tableau 12 : Nombre de cycle seuil (Cq) en triplicata et température de fusion (Tm) pour les 
surnageants de culture des cellules MDCK. Mesurés par l’appareil CFX Connect Real-Time PCR 

Detection System (BioradTM). 

Echanti l lon Cq Tm 

NTC Négati f Aucun 
SN

G
 3

 

Témoin - 

Négati f Aucun 

Négati f Aucun 

38,59 Aucun 

Chien 2 - Négati f Aucun 

Chien 1 - Négati f Aucun 

Chien 2 + Négati f Aucun 

Chien 1 + Négati f Aucun 

Témoin + 

36,98 Aucun 

Négati f Aucun 

38,50 Aucun 

SN
G

 6
 

Témoin - Négati f Aucun 

Chien 2 - Négati f Aucun 

Chien 1 - Négati f Aucun 

Chien 2 + Négati f Aucun 

Chien 1 + Négati f Aucun 

Témoin + Négati f Aucun 

PCR T+ 

23,90 77,50 

23,51 77,50 

22,98 78,00 

 

Les conditions de la PCR sont validées, les témoins sans matrices étant négatifs et le témoin positif 

de PCR étant bien positif. Aucun de tous les échantillons analysés n’émet de fluorescence 

accompagnée d’un Tm spécifique de l’amplicon, ils sont donc tous négatifs. Ceci suggère l’absence 

de matériel génétique viral y compris pour le témoin positif d’infection et donc suggère l’absence 

de production de virions dans les surnageants. Ce résultat est en contradiction apparente avec la 

détection d’un signal PCR positif pour le culot de cellules MDCK du témoin positif d’infection.  
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3.2.2) RECHERCHE D’UN POSSIBLE EFFET VIRUCIDE DU SPERME 

Cette étude consiste en l’incubation du virus au contact de liquide spermatique acellulaire 

(LSA), puis du passage de cette solution d’incubation sur tapis cellulaire de cellules MDCK. 

L’objectif étant de comparer l’infection de ces tapis en présence ou en l’absence de LSA.  

Deux manipulations ont été réalisées, avec deux LSA de chiens différents. La méthode de 

décollement des tapis cellulaires a été modifiée entre les deux manipulations. En effet le tapis 

cellulaire du premier test a été décollé par grattage, ce qui est très agressif vis -à-vis des cellules et 

entraîne une mortalité très élevée (objectivée en bleu trypan, résultat non présenté). Le second 

test a été réalisées dans les mêmes conditions jusqu’au décollement du tapis cellulaire qui a été 

réalisée, lui, par trypsination. La première manipulation a été nommée « V1 » et la seconde « V2 ». 

3.2.2.1) Observation des tapis cellulaires et recherche d’un effet cytopathique  

Lors de l’arrêt de chaque manipulation toutes les flasques sont observées au microscope 

optique afin de rechercher un effet cytopathique a minima sur le témoin positif (tapis MDCK mis 

au contact du surnageant viral sans LSA) et pour s’assurer que l’on a une confluence proche de 

100% sur le témoin négatif (cellules MDCK sans LSA ni virus). 

Pour l’expérience V1, le témoin négatif (F1) ne présente pas de signe d’infection et le tapis 

cellulaire est à 100% de confluence. Le témoin positif (F2) présente un effet cytopathique (voir 

paragraphe 3.2.1.1 pour la description), de même que la flasque F3 et la flasque F4. F4 semble 

présenter moins de signes d’infection, l’effet cytopathique apparaissant moins marqué.  

Effet cytopathique  * 

V1 F2 V1 F3 V1 F4 

* 
* 

* 

* 

* 

* 

* 

* 

Figure 29 : Tapis cellulaires des flasques F2, F3 et F4 de V1 lors de l’arrêt de l’amplification au 
microscope optique. A gauche : F2 (témoin positif). Au centre : F3 (D10). A droite : F4 (D50). Effet 

cytopathique visible sur les trois flasques. 
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Pour l’expérience V2 le témoin négatif (F1) présentait un tapis cellulaire à confluence. Des 

signes d’infection, avec effet cytopathique, étaient visibles sur le témoin positif (F2). Aucun signe 

d’infection n’a été visualisé sur F3 ou F4. Ces résultats sont en contradiction avec V1. 

3.2.2.2) Mesure de la concentration en ADN des culots et de leur qualité  

Tableau 13 : Qualité et concentration en ADN des extractions pour les culots de cellules MDCK de 
V1, V2 et V3. Mesurées au spectrophotomètre NanoDrop™ 2000 / 2000c (Thermo Scientific™)  

Echanti l lon Concentration (ng/µl ) A260/A280 

V
1

 

F1 287,3 2,03 

F2 219,1 2,02 

F3 284,3 1,94 

F4 237,4 1,98 

V
2 

F1 128,2 2,11 

F2 193,5 2,11 

F3 196,9 2,12 

F4 201,5 2,12 

V2 F1 V2 F2 

* 
* 

* * 

Effet cytopathique  * 
Figure 30 : Tapis cellulaires des flasques F1 et F2 de V2 lors de l’arrêt de l’amplification au 
microscope optique. A gauche : F1 (témoin négatif), le tapis cellulaire est à confluence. A 

droite : F2 (témoin positif), effet cytopathique du virus sur le tapis cellulaire. 
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L’extraction d’ADN des différents culots est de bonne qualité pour V1. L’extraction d’ADN 

de V2 est de moins bonne qualité, avec un ratio A260/A280 supérieur à 2,0. Le rendement est 

satisfaisant et équivalent pour les 2 manipulations. 

3.2.2.3) PCR EvaGreen® 

3.2.2.3.1) Analyse des culots de cellules MDCK 

Tableau 14 : Nombre de cycle seuil (Cq) en triplicata et température de fusion (Tm) pour les culots 
de cellules MDCK. Mesurés par l’appareil CFX Connect Real-Time PCR Detection System (BioradTM). 

Echanti l lon Cq Tm 

NTC Négati f Aucun 

V
1

 

F1 Négati f Aucun 

F2 Négati f Aucun 

F3 Négati f Aucun 

F4 Négati f Aucun 

V
2 

F1 Négati f Aucun 

F2 Négati f Aucun 

F3 Négati f Aucun 

F4 Négati f Aucun 

PCR T+ 

23,19 76,50 

22,99 76,50 

23,10 76,50 

  

Les conditions de la PCR sont validées : les 3 puits sans matrices sortent tous négatifs et les 

3 puits du témoin positif de PCR sont positifs. Néanmoins  l’ensemble des échantillons analysés 

sont négatifs. 

3.2.2.3.2) Analyse des surnageants 

 Les trois surnageants récupérés de V2 ont été extraits en ADN puis analysés en PCR. Pour 

rappel, le SNG 0 correspond au premier milieu de culture contenant le LSA et le surnageant viral et 

ayant incubé pendant 1h30 sur les tapis cellulaires. Le SNG 1 correspond au milieu de culture 

récupéré à la fin de l’incubation des flasques. Le SNG 2 correspond au dernier surnageant récupéré 

avant congélation des culots de cellules. 
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Tableau 15 : Nombre de cycle seuil (Cq) en triplicata et température de fusion (Tm) pour les 
surnageants de V2. Mesurés par l’appareil CFX Connect Real-Time PCR Detection System 

(BioradTM). 

Echanti l lon de V2 Cq Tm 

NTC Négati f Aucun 
SN

G
 0

 

F1 Négati f Aucun 

F2 

Négati f Aucun 

36,37 76,50 

Négati f Aucun 

F3 

36,44 76,50 

Négati f Aucun 

Négati f Aucun 

F4 Négati f Aucun 

SN
G

 1
 

F1 Négati f Aucun 

F2 Négati f Aucun 

F3 Négati f Aucun 

F4 Négati f Aucun 

SN
G

 2
 

F1 Négati f Aucun 

F2 Négati f Aucun 

F3 Négati f Aucun 

F4 Négati f Aucun 

PCR T+ 

22,89 76,50 

23,44 76,50 

23,14 76,50 

  Les conditions de la PCR sont validées : les 3 puits sans matrices sortent tous  

négatifs et les 3 puits du témoin positif de PCR sont positifs. Seuls les échantillons F2 (témoin 

positif) et F3 (LSA + D10) du SNG 0 sont positifs sur un seul de leur puits. De plus les Cq associés à 

ces deux signaux sont assez tardifs (supérieur à 36). 

Ces résultats de PCR CHV-1 ne sont donc pas en concordance avec les résultats d’effet 

cytopathique. 
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3.2.3) EVALUATION D’UN POSSIBLE RISQUE D’INHIBITION DE LA PCR  PAR LE LIQUIDE 

SPERMATIQUE ACELLULAIRE (LSA) 

3.2.3.1) Evaluation de la sensibilité de la PCR en eau 

Tableau 16 : Nombre de cycle seuil (Cq) moyen pour les dilutions D0 à D6 en eau, mesurés par 
l’appareil CFX Connect Real-Time PCR Detection System (BioradTM) 

 Cq 

Echantillon D0 D1 D2 D3 D4 D5 D6 

Eau 21,34 (+/- 

0,11) 

24,04 (+/- 

0,06) 

27,41 (+/-

0,11) 

32,73 (+/-

0,07) 

35,34 (+/-

0,48) 
- - 

La limite de détection de la PCR EvaGreen® de la gamme mère diluée en eau se situe entre 

les dilutions D4 et D5, c’est-à-dire entre 1x10-2 et 1x10-3 ng/ml d’ADN de cellules MDCK infectées 

par 3,16x103 TCID50/ml. Les dilutions D5 et D6 ne seront plus utilisées pour la suite des 

manipulations. 

3.2.3.2) Analyses préliminaires d’une possible inhibition de la PCR par le LSA  

Dans une première approche préliminaire deux LSA à différentes dilutions sont testés en PCR avec 

la gamme mère. 

Tableau 17 : Nombre de cycle seuil (Cq) moyen pour les dilutions D0 à D4 mélangées au ½ avec des 
LSA dilué au 1/5ème, 1/20ème, 1/40ème et 1/100ème, mesurés par l’appareil CFX Connect Real-Time 

PCR Detection System (BioradTM) 

  Cq 

 Echantillon D0 D1 D2 D3 D4  

 Eau 21,34 (+/- 0,11) 24,04 (+/- 0,06) 27,41 (+/-0,11) 32,73 (+/-0,07) 35,34 (+/-0,48) 

Dilution 1/5 
LSA1  -  -  

LSA2  -  -  

Dilution 1/20 
LSA1 20,14 (+/-0,04)  -  - 

LSA2 27,57 (+/- 0,02)  -  - 

Dilution 1/40 
LSA1 19,83 (+/- 0,45)  -  - 

LSA2 21,29 (+/- 0,08)  -  - 

Dilution 1/100 LSA1 21,21 (+/- 0,10)  31,04 (+/- 0,47)  - 

En gris = non testé       - = PCR négative (Cq > 40 cycles) 
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On constate une inhibition de la PCR EvaGreen® au contact des LSA. En effet seuls les échantillons 

contenant la plus grande concentration d’ADN viral (soit les échantillons contenant la dilution D0) 

sont positifs à la PCR. 

Une dilution du LSA au 1/100e permet de retrouver globalement les valeurs de la gamme en 

« eau ». Aucune des dilutions d’ADN de MDCK infectées testées ne permet de mesurer un Cq en 

présence d’une dilution au 1/5, cela pour les deux LSA testés. Tout se passe comme si le virus 

présent « disparaissait totalement » (Cq > 40 cycles). 

Une dilution intermédiaire au 1 /20e du LSA donne des résultats différents selon le donneur de 

sperme lors de l’analyse avec D0. Le LSA1 dilué au 1/20e permet de retrouver un Cq proche de la 

gamme eau tandis que la même dilution du LSA2 montre un Cq beaucoup plus élevé, indice d’une 

moindre « quantité de virus » détectée par la PCR temps réel. 

Ces éléments sont fortement en faveur d’une inhibition par le LSA de chien de la PCR CHV-1 

ultrasensible. 

De plus, il semblerait que l’augmentation de la dilution du LSA permette de diminuer l’effet 

inhibiteur de ce dernier sur la PCR. En effet un signal positif est retrouvé pour la dilution D2 

lorsqu’elle est associé avec le LSA1 dilué au 1/100ème. 

 3.2.3.3) Analyse d’une possible inhibition de la PCR par le LSA et variabilité 

interindividuelle 

 Après avoir constaté que l’inhibition de la PCR EvaGreen® diminuait lorsqu’on augmentait 

la dilution des LSA ajoutés à la gamme mère (n=2), des dilutions de 3 nouveaux LSA ont été 

testées. L’objectif étant d’augmenter le nombre de LSA testés et d’évaluer si une très forte 

dilution permettait de retrouver systématiquement un signal PCR (Cq) identique en LSA qu’en eau. 

 De plus 6 LSA ont été testés dans ces mêmes conditions pour évaluer d’éventuelles 

variations interindividuelles d’inhibition entre les LSA. 
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Tableau 18 : Nombre de cycle seuil (Cq) moyen pour les dilutions D0, D2 et D4 mélangées au ½ avec 
des LSA dilué au 1/50ème, 1/200ème et 1/500ème, mesurés par l’appareil CFX Connect Real-Time PCR 

Detection System (BioradTM) 

 Cq 

 Echantillon D0  D2 D4  

 Eau 21,34 (+/- 0,11) 27,41 (+/-0,11) 35,34 (+/-0,48) 

D
il

u
ti

o
n

 1
/5

0
 

LSA3 21,32 (+/- 0,01) 31,42 (+/- 0,35) - 

LSA4 - - - 

LSA 5 22,26 (+/- 0,54) - - 

LSA6 22,56 (+/- 0,04) - - 

LSA7 21,53 (+/- 0,21) - - 

LSA8 21,38 (+/- 0,06) - - 

D
il

u
ti

o
n

 1
/2

0
0

 

LSA3 22,36 (+/- 0,01) 29,00 (+/- 0,26) - 

LSA4 22,42 (+/- 0,16) - - 

LSA 5 22,41 (+/- 0,25) 27,80 (+/- 0,16) - 

LSA6 22,35 (+/- 0,11) 29,79 (+/- 0,81) - 

LSA7 20,90 (+/- 0,14) 27,70 (+/- 0,02) - 

LSA8 21,00 (+/- 0,01) 27,60 (+/- 0,05) 36,82 (+/- 0,21) 

D
il

u
ti

o
n

 1
/5

0
0

 

LSA3 22,48 (+/- 0,01) 28,70 (+/- 0,16) - 

LSA4 22,54 (+/- 0,11) 28,82 (+/- 0,20) -  

LSA 5 22,45 (+/- 0,12) 28,00 (+/- 0,01) 38,23 (+/- 0,40) 

LSA6 22,45 (+/- 0,12) 27,75 (+/- 0,13) 35,34 

LSA7 20,88 (+/- 0,06) 27,69 (+/- 0,31) 35,51 (+/- 1,08) 

LSA8 20,79 (+/- 0,01) 27,58 (+/- 0,01) 36,06 (+/- 1,12) 

 - = PCR négative (Cq > 40 cycles) 

Il semble qu’il n’y a pas, ou très peu, d’effet inhibiteur des LSA lorsque la quantité d’ADN 

viral est importante (D0). En effet, à l’exception du LSA8 à la dilution 1/50, tous les échantillons 

contenant D0 sont positifs en PCR, sans différence significative avec D0 en eau. 

L’inhibition de la PCR est marquée à la dilution 1/50. Une inhibition persiste à la dilution 

1/200 notamment pour les faibles concentrations virales (D2 et D4). Cette inhibition est encore 

présente pour quelques échantillons à la dilution 1/500 avec l’échantillon le plus faiblement 

concentré en ADN (D4). 

 Nos résultats montrent clairement que tous les LSA n’inhibent pas la PCR EvaGreen® avec 

la même intensité. Notamment le LSA4 est celui qui possède l’effet inhibiteur le plus marqué. C’est 
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le seul LSA qui, dilué au 1/50ème, inhibe totalement la PCR même avec la plus grande concentration 

d’ADN viral (D0). C’est également le seul qui, dilué au 1/200ème, inhibe totalement la PCR avec la 

concentration intermédiaire en ADN viral (D2). Le LSA8 semble avoir un effet inhibiteur moins 

marqué, car c’est le seul pour qui la détection de l’ADN viral a été possible pour la plus faible 

concentration à la dilution 1/200. 

 Il est important de noter néanmoins que même dilué au 500e, et cela pour la dernière 

dilution que nous avons utilisée (D4), 2 LSA sur 6 sont capables de bloquer la détection du virus 

pourtant bien présent. 

 

  



- 117 - 

 

3.3) DISCUSSION 
Dans ce travail expérimental, nous avons exploré trois axes majeurs concernant le risque 

de transmission de l’Herpèsvirus canin (CHV-1) par le chien mâle reproducteur. Premièrement, 

nous avons examiné la capacité des spermatozoïdes à transmettre le virus, notamment après des 

lavages successifs. Deuxièmement, nous avons étudié la possibilité d'une interaction virucide 

entre le virus et le sperme canin. Enfin troisièmement, nous avons évalué le risque d’inhibition de 

la PCR par le sperme, et en particulier par le liquide spermatique. 

L’objectif de cette discussion est de revenir sur les résultats obtenus dans chacun de ces 

trois domaines et de les analyser. Nous verrons également quelles sont les informations que nous 

apportent ces résultats sur le risque de transmission du CHV-1 par le chien mâle au cours de la 

reproduction. 

3.3.1) ETUDE DE LA CAPACITE DES SPERMATOZOÏDES A TRANSMETTRE LE VIRUS APRES LAVAGE 
L’analyse de la mobilité et du pourcentage de spermatozoïdes progressifs avant et après 

incubation dans une étuve à 37°C + 5% de CO2 dans du milieu de conservation, montre une plus 

forte diminution de ces deux paramètres pour les spermatozoïdes au contact du virus. Cette 

diminution plus marquée est compatible avec un effet toxique du CHV-1 sur les spermatozoïdes. 

L’analyse des surnageants récupérés entre les deux lavages des culots de spermatozoïdes  

démontre une réduction du signal d’amplification des séquences virales qui suggère une dilution 

du virus. Il y a encore de l’ADN viral dans le surnageant du dernier lavage. Les lavages sont 

efficaces pour diminuer la concentration d’ADN viral dans les culots de spermatozoïdes. 

Cependant, 2 lavages sont peut-être en nombre insuffisant pour éliminer tous les virus, ou la 

technique de lavage n’est pas suffisamment adaptée. Le lavage des spermatozoïdes est 

couramment utilisé pour réduire le risque de transmission du HIV chez l’Homme lors de 

fécondation assistée. Ce lavage est composé de plusieurs étapes. La première étape consiste en un 

lavage avec gradient de densité. Le sperme est mélangé avec un milieu de culture, puis centrifugé 

à travers un milieu permettant une séparation des différents composés du sperme. Le culot de 

spermatozoïdes obtenus est remis en suspension avec le même milieu de culture puis de nouveau 

centrifugé. La seconde étape est une technique de migration ascendante. Le culot de 

spermatozoïdes est incubé pendant 1h à 37°C dans le milieu de culture. Les spermatozoïdes 

viables migrent à la surface, d’où ils sont récupérés (Semprini et al. 1992; 2013; Zafer et al. 2015). 
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L’extraction d’ADN à partir des culots de spermatozoïdes après incubation dans les nacelles 

au-dessus des tapis cellulaires est de qualité médiocre et le rendement est très faible. Lors de 

l’analyse PCR de ces culots, seul un puits du « chien 1 + » est positif, avec un signal tardif (Cq = 

36,86). Il est donc difficile d’affirmer que le virus est toujours présent dans ces culots, ou du moins 

s’il y est présent c’est en très faible quantité. Néanmoins, il faut considérer que les culots de 

spermatozoïdes sont analysés après 24h d’incubation. Cela signifie qu’au début de cette 

incubation ils sont très probablement en bien meilleur état. Si le virus est capable de les infecter, 

on peut raisonnablement supposer qu’ils sont alors à même de transmettre ce dernier au tapis de 

cellules MDCK. Ceci ne semble pas être le cas. En effet, l’observation au microscope optique des 

tapis cellulaires ne révèle pas de signe d’infection sur les puits ayant reçu des culots de 

spermatozoïdes préalablement incubés avec le virus. Seul le témoin positif d’infection présente un 

effet cytopathique très net. Cette observation est confirmée par l’analyse PCR des culots où seul le 

culot de cellules MDCK du témoin positif est présente un signal clair d’amplification de séquences 

virales. 

L’analyse du surnageant correspondant au milieu de culture des tapis cellulaires (SNG3) est 

en contradiction apparente avec le témoin positif PCR positif sur culot cellulaire de MDCK. En 

effet, on s’attendrait à y détecter également l’ADN viral. L’infection est probablement à un niveau  

trop faible même si non ambiguë du fait de l’effet cytopathique observé sur les tapis cellulaires. 

Selon notre étude les spermatozoïdes ne semblent pas être infectés par le virus, mais on 

peut supposer que les virions y adhèrent parfois de façon réversible, comme c’est le cas du BoHV -

1 (Tanghe et al. 2005). Néanmoins il ne peut être exclu que notre test puisse être à la limite de 

sensibilité. Même s’il est convergent pour deux analyses de spermatozoïdes de chiens différents, il 

devra être reproduit dans des conditions permettant une meilleure viabilité des spermatozoïdes 

lors du test, une plus grande quantité exploitable après le passage sur plaques de MDCK et un 

résultat PCR sur témoin positif plus marqué.  

Une autre limitation à ce travail est le fait qu’on ne peut affirmer avec l’analyse PCR que la 

détection du génome (ou d’une partie de celui-ci) qui n’implique pas systématiquement la 

présence de particule virale infectieuse. En effet, l’analyse sera également positive en présence de  

débris de génome viral, témoins de la présence de débris viraux. Néanmoins, des Cq précoces 

suggèrent fortement la présence associée de virions. 
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Bien que certaines études aient observé certains herpèsvirus en position intracellulaire 

chez d’autres espèces que le chien (Elazhary et al. 1980; Bocharova et al. 2007; Naumenko et al. 

2011), nos résultats n'ont pas confirmé cette observation dans le cadre du CHV-1. En effet, aucune 

infection intracellulaire n'a pu être mise en évidence dans notre modèle expérimental. Cette 

divergence pourrait être attribuée à des différences biologiques interspécifiques, telles que des 

particularités dans la structure des spermatozoïdes ou l’absence de récepteurs membranaires 

spécifiques au CHV-1. Il est néanmoins important de souligner que les études portant sur ce sujet, 

quelle que soit l’espèce, sont peu nombreuses et sont peu récentes.  

Le lavage des spermatozoïdes semblent prometteur dans sa capacité à éliminer le virus  

adhérent aux spermatozoïdes. Ce résultat est important car cela signifie que le sperme infecté par 

le CHV-1 de chiens de haute valeur génétique pourrait toujours être utilisé lors d’inséminations 

artificielles, après lavage. Il faudra pour cela valider un protocole de lavage totalement efficace.  

Cette étude est basée sur la détection par PCR de l’ADN viral après extraction d’ADN total à 

partir de culot cellulaire ou à partir de liquide (surnageants, lavages). La PCR en temps réel 

utilisant le colorant EvaGreen® permet de détecter spécifiquement l’ADN du CHV-1, dans divers 

échantillons biologiques. Toutefois, un résultat positif ne prouve pas nécessairement la présence 

de virions intacts. Cela pourrait également indiquer la présence de débris de génome viral. Pour 

déterminer si le virus est intègre et en phase de réplication, il serait par exemple possible de 

vérifier la présence d'ARN, ce qui implique une étape de transcription inverse (RT-PCR). En effet, 

l’ARN est suffisamment labile pour que sa détection soit associée effectivement à une phase active 

de multiplication virale, c’est-à-dire qu’elle soit bien consécutive à une infection des cellules cibles 

par des virions « intègres ». Néanmoins si dans un test en PCR sur ADN total, en fonction du 

temps, on détecte une augmentation du Cq (ou son absence de diminution) pour un échantillon 

donné, cela suggère fortement que des virions sont bien présents. A l’inverse, une augmentation 

de Cq en fonction du suivi des échantillons d’un test suggère soit la disparition de virions, soit la 

disparition de débris de génome viral. A remarquer néanmoins que si des débris de génome viral 

sont détectés (en lieu et place de virions « intègres »), cela signifie qu’initialement le virus était 

présent dans le sperme mais qu’il a ensuite été détruit.  

Grâce à la RT-PCR il serait donc possible d’étudier les culots de spermatozoïdes après 

incubation avec le virus afin de rechercher si de l’ARN du CHV-1 y est présent. Selon nos premiers 
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résultats, l’hypothèse serait qu’il n’y ait pas de réplication active au sein des spermatozoïdes et 

donc que l’on ne puisse pas détecter d’ARN viraux. 

L’utilisation d’immunofluorescence serait également une piste intéressante dans l’étude de 

la relation entre le virus et les spermatozoïdes. Celle-ci permettrait une localisation des antigènes 

viraux autour ou dans le spermatozoïde. Elle a permis de localiser le BoHV-1 dans le liquide 

séminal et au niveau de la tête des spermatozoïdes chez le taureau (Elazhary et al. 1980). 

Néanmoins, cette technique ne permet pas d’évaluer la capacité infectieuse du virus, ni d’évaluer 

sa capacité à pénétrer au sein du spermatozoïde. 

La localisation précise du virus dans le spermatozoïde serait possible via l’utilisation d’un 

microscope électronique. Cette technique a permis de localiser le HCMV dans le spermatozoïde 

humain (Naumenko et al. 2011). Cette technique reste complexe de réalisation et peu accessible 

en pratique. 

Dans notre étude nous avons cherché à identifier si le CHV-1 pouvait se répliquer dans le 

spermatozoïde et infecter de nouvelles cellules à partir de ce dernier. Pour cela l’isolement viral 

combiné à une analyse PCR reste la technique de choix, notamment du fait de son accessibilité et 

de sa sensibilité. Nos résultats préliminaires sont les premiers dans ce domaine chez le chien, la 

reproduction de notre expérience est nécessaire pour valider ces résultats. 

3.3.2) RECHERCHE D’UN POSSIBLE EFFET VIRUCIDE DU SPERME 

 La recherche d’un possible effet virucide du sperme a été réalisée à 2 reprises (n=2 LSA de 

chiens différents testés). L’observation des tapis cellulaire en fin d’incubation des flasques révèle 

pour la première manipulation (V1) la présence d’effet cytopathique net sur la flasque témoin 

positif (F2), aussi bien que sur les deux flasques tests (F3 et F4). Ceci suggère l’absence d’effet 

virucide ou un effet très limité. A l’inverse, l’observation des tapis cellulaires de la deuxième 

manipulation (V2) ne révèle la présence d’un effet cytopathique que sur la flasque témoin positif 

(F2). Il semblerait donc que le LSA utilisé pour V2 ait empêché l’infection des cellules MDCK. La 

principale différence entre les deux manipulations est l’origine des LSA utilisés. En effet, les deux 

LSA ne provenaient pas du même chien. Il existe peut-être des variations interindividuelles dans la 

composition du sperme du chien desquelles découleraient des interactions sperme-virus variables. 

Cet effet inhibiteur de l’infection virale du sperme sur les herpèsvirus a déjà été mis en 

évidence chez l’homme. Notamment, un composé provenant du liquide prostatique est suspecté 

comme ayant un effet antiviral sur les HSV (Chen et al. 2021). De plus, lors d’une étude portant sur 
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les interactions entre le sperme humain et le HCMV, il a été montré que le liquide séminal était en 

mesure d’inhiber l’activité du cytomégalovirus humain, avec une action dose-dépendante. Il a été 

également montré qu’il existait des variations de cet effet selon les donneurs de sperme (Lippold 

et al. 2019). Mais la nature exacte de ces composés n’est pas encore identifiée. Il est probable que 

de tels composés existent chez le chien, en quantité variable également selon les individus. On 

peut émettre l’hypothèse que ces variations soient génétiques, mais il est envisageable qu’elles 

dépendent également de l’environnement dans lequel le chien évolue. Ainsi, on peut supposer 

que le sperme d’un chien, ayant été préalablement en contact avec le CHV-1, présente un effet 

virucide lié à une réponse antivirale spécifique. 

 

De façon très surprenante, et malheureusement, les analyses PCR des culots de cellules 

MDCK n’ont pas donné de résultats exploitables. En effet, l’ensemble des échantillons étaient 

négatifs, y compris les culots des témoins positifs, malgré l’observation d’un effet cytopathique 

net, témoin d’une activité virale incontestable. De plus, lors de l’analyse PCR du surnageant 

correspondant aux solutions d’incubation après passage sur tapis cellulaire (SNG0) de V2, seul un 

des puits de F2 et un des puits de F3 sont positifs, avec un signal tardif (Cq = 36,37 et Cq = 36,44). 

L’absence d’analyse PCR fiable ne nous permet pas de comparer, d’un point de vue semi -

quantitatif, l’intensité de l’infection observée pendant l’expérience V1. Il n’est pas possible de 

savoir si la présence de LSA au cours de cette manipulation a pu inhiber partiellement l’infection, 

si elle l’a amplifiée ou si la présence du LSA n’a eu aucun impact sur l’infection. Nous n’avons pas 

d’explication à ce résultat de PCR négatif, pour une technique très sensible et que nous maîtrisons 

parfaitement. Il est probable qu’il y a eu des problèmes soit d’échantillonnage, de traçabilité, ou 

liés à la technique. Il sera important donc de reprendre ces manipulations en validant chaque 

étape. 

 

Ainsi ces résultats très préliminaires orientent vers un possible effet virucide au moins de 

certains spermes, avec des variations interindividuelles importantes. Néanmoins de nouvelles 

manipulations sont nécessaires pour le vérifier. 

Lors de la reproduction de ces manipulations, différents LSA devront être testés afin de 

vérifier si une variabilité interindividuelle est bien présente. De même il serait intéressant de 

tester le LSA de chiens qui ont été infectés par le CHV-1, par rapport au LSA de chiens qui n’ont 

jamais été en contact avec le virus.  
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Différentes concentrations virales pourront être utilisées, notamment pour s’assurer que 

celles utilisées lors de nos premières expériences ne sont pas trop élevées en virions. L’objectif 

serait de se rapprocher le plus possible d’un titre viral équivalent à ceux trouvés dans le sperme de 

chien sur le terrain.  

Enfin, il serait intéressant de réaliser cette expérience avec les différentes fractions 

spermatiques. En effet, lors de nos manipulations, seul le LSA de la phase spermatique, 

éventuellement mélangé avec le LSA de la phase prostatique, a été utilisé. La composition du 

sperme varie selon la fraction, le possible effet virucide identifié lors de nos recherches n’est peut-

être pas le même selon la fraction dont il provient. Notamment, différents composés du sperme 

humain ont été suspectés comme ayant un effet inhibiteur de l’infection de certains virus, dont un 

composé issu du liquide prostatique qui inhiberait l’infection par les HSV (Chen et al. 2021). 

3.3.3) EVALUATION D’UN POSSIBLE RISQUE D’INHIBITION DE LA PCR  PAR LE LIQUIDE 

SPERMATIQUE ACELLULAIRE (LSA) 

 Lors de cette étude, des dilutions sériées d’ADN de cellules MDCK infectées par le virus ont 

été réalisées. Elles ont ensuite été diluées en eau puis analysées en PCR. Cette première étape a 

permis d’identifier la limite de détection de la PCR sur cette gamme. Elle se situe, avec notre 

échantillon d’ADN extrait d’un surnageant viral, entre la dilution D4 et D5, soit entre 1x10-2 et 1x10-

3 ng/ml d’ADN de cellules MDCK infectées par 3,16x103 TCID50/ml. Il s’agit d’un modèle d’analyse 

relatif. En effet, la proportion d’ADN viral par rapport à l’ADN canin de nos échantillons est 

inconnue. Néanmoins la TCID50 associée au surnageant dont l’ADN a été extrait est connue, et est 

associée à une charge virale conséquente, permettant l’obtention très rapide d’un important effet 

cytopathique. 

Ensuite un effet inhibiteur du LSA sur la PCR a été mis en évidence pour des dilutions de 

LSA allant de 1/5ème à 1/100ème. Lors de cette étape préliminaire seule la plus forte concentration 

en ADN viral (D0) est détectée. Il n’y a qu’à partir de la dilution au 1/100ème que la concentration D2 

d’ADN est de nouveau détectée, mais de façon retardée (Cq = 27,41 (+/- 0,11) en eau versus Cq = 

31,04 (+/- 0,47) avec le LSA dilué au 1/100ème). Cette détection retardée est le témoin d’un effet 

inhibiteur partiel. 

Lors de l’étude de l’inhibition en présence de LSA avec de beaucoup plus fortes dilutions 

(dilutions au 1/50ème, 1/200ème et 1/500ème) l’effet inhibiteur est très peu présent pour la plus forte 

concentration virale (sur les 6 LSA, seul le LSA4 dilué au 1/50ème inhibe la PCR avec D0). L’effet 
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inhibiteur est marqué pour les concentrations modérées et faibles en ADN viral (D2 et D4) avec les 

LSA dilués au 1/50ème (seul le LSA3 permet de détecter un signal PCR retardé en présence de D2). 

Cet effet inhibiteur est moindre lorsque les LSA sont dilués au 1/200ème : le signal en présence de 

D2 est retrouvé pour tous les LSA sauf le LSA4, et un signal est même présent pour le LSA8 en 

présence de D4. Une dilution encore plus importante des LSA (dilution au 1/500ème) permet de 

diminuer l’effet inhibiteur. En effet, le signal en présence de D2 est systématiquement retrouvé et 

est similaire au signal de notre gamme d’ADN de MDCK infectées, pré-diluée en eau. De plus, le 

signal en présence de D4 réapparait pour 4 des LSA sur les 6. Le LSA de tous les chiens testés 

s’avèrent donc systématiquement inhibiteur de la PCR temps réel spécifique du CHV-1. Une 

variation de cet effet inhibiteur est constatée entre les LSA. Le LSA4, notamment, inhibe de façon 

marquée la PCR (absence de signal au 1/50ème avec D0, absence de signal au 1/200ème avec D2, 

absence de signal au 1/500ème avec D4). A l’inverse le LSA8 a un effet inhibiteur plus faible que les 

autres LSA, puisqu’il s’agit du seul LSA pour qui un signal avec D4 a pu être détecté à la dilution 

1/200ème. Il y a donc une variation interindividuelle de cet effet inhibiteur du sperme sur la PCR. 

 

La présence d’inhibiteurs de la PCR dans le sperme n’a pas encore été décrite chez le chien 

mais a déjà été identifiée chez d’autres espèces, notamment l’Homme et le bovin (Semprini et al. 

1998; Wang et al. 2007). La nature de ces inhibiteurs n’est pas parfaitement identifiée. Plusieurs 

molécules, dont la lactoferrine, les peroxydes et les résidus contenant du zinc, sont suspectées 

chez l’Homme (Bourlet et al. 2003).  

 

La mise en évidence de cet effet inhibiteur du LSA, et donc d’une partie du sperme, sur la 

PCR temps réel, souligne l’importance d’adopter des méthodes qui permettent de supprimer cette 

inhibition. En effet, il est important de limiter le plus possible le nombre de résultats faux négatifs 

lors d’analyses PCR sur le sperme.  

Pour ce faire la dilution des échantillons semble être une piste intéressante. Comme vu 

précédemment, la dilution du LSA permet de diminuer l’effet inhibiteur et de retrouver un signal 

pour des concentrations fortes à modérées, et même pour de faibles concentrations d’ADN de 

cellules MDCK infectées par le CHV-1. Ici, de fortes dilutions de LSA ont été nécessaires pour 

atteindre la même sensibilité de la PCR temps réel qu’avec notre gamme d’ADN de MDCK 

infectées diluée en eau. L’inconvénient de cette technique sur le terrain est le risque de diluer trop 

fortement l’échantillon et de passer en dessous du seuil de détection de la PCR. En effet, comme 
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le montre la gamme de dilution en eau, la PCR ne peut détecter la présence d’ADN viral si la 

concentration de ce dernier est insuffisante dans l’échantillon (en eau entre les dilutions D4 (D0 à 

la dilution 104) et D5 (D0 à la dilution 105)). Ainsi une trop forte dilution de l’échantillon à analyser 

est susceptible d’entraîner également des résultats faussement négatifs.  

Néanmoins dans le cadre de notre étude, le LSA est rajouté après l’étape d’extraction 

d’ADN et, bien que cette technique ait permis de confirmer l’existence d’un effet inhibiteur du LSA 

sur la PCR, cette situation ne devrait pas se rencontrer lors d’analyses d’échantillons de terrain. En 

effet, la recherche de virus par PCR sur le sperme nécessite que l’étape d’extraction d’ADN soit 

réalisée directement sur ce même échantillon. Les inhibiteurs seront donc dilués lors des 

processus d’extraction.   

A ce stade, une étude de l’effet inhibiteur du sperme après les étapes d’extraction d’ADN 

est nécessaire. Le niveau de dilution de l’échantillon, suffisant pour supprimer l’effet inhibiteur, 

pourra être évalué. Si la dilution nécessaire est trop importante, car elle entraine un risque de faux 

négatif par dilution excessive du virus, alors une autre technique de suppression de l’inhibition 

sera nécessaire. Parmi ces techniques l’utilisation d’une colonne Sephacryl lors de l’extraction 

d’ADN a démontré son efficacité par rapport à d’autres méthodes (Da Silva et al. 1995; Rocha et al. 

1998). L’utilisation d’une méthode encore plus sensible que le PCR temps réel peut également être 

envisagée, telle que la ddPCR (Taylor, Laperriere, Germain 2017; Yu et al. 2022). Il peut également 

être intéressant de savoir si le LSA analysé présente un fort taux d’inhibiteurs. Pour cela plusieurs 

stratégies sont envisageables. Un contrôle interne peut être utilisé, permettant d’identifier la 

présence d’inhibiteurs dans l’échantillon, ou l’amplification d’un gêne domestique peut être 

réalisée (World Organisation for Animal Health 2014). Ces deux stratégies nécessitent de posséder 

un contrôle interne pouvant être amplifié par nos amorces ou d’amorces permettant 

l’amplification du gêne domestique choisi. Une alternative est possible. Elle consiste à analyser 

deux fois l’échantillon de terrain. La première analyse est une analyse classique, avec 

éventuellement une dilution préalable à l’extraction d’ADN, puis une analyse PCR. La deuxième 

analyse consiste à ajouter à l’échantillon analysé une quantité définie d’une solution contenant de 

l’ADN viral. Si le signal PCR est absent ou retardé lors de cette deuxième analys e, cela témoigne de 

la présence d’inhibiteur dans l’échantillon et que le résultat de la première analyse ne peut être 

interprété dans ces conditions. Cette stratégie a été mise en place chez l’Homme ou le taureau 

pour valider les résultats PCR négatifs (Semprini et al. 1998; Rana et al. 2011). 
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La mise en évidence de cet effet inhibiteur du sperme sur la PCR ne remet pas en question 

les résultats préalablement décrits, en particulier dans les deux volets d’étude précédents 

(infection de spermatozoïdes et étude d’un possible effet virucide).  

En effet, lors de l’étude de la capacité de transmission des spermatozoïdes après lavage, le 

LSA n’est pas conservé et les surnageants préliminaires sont bien positifs en PCR. Seuls sont 

conservés les culots de spermatozoïdes, qui subissent plusieurs lavages (permettant ainsi une 

dilution déjà significative des éventuels inhibiteurs restants). Ces inhibiteurs sont de nouveau 

dilués lors de l’extraction d’ADN. Ces culots sont de nouveau rincés avant d’être analysés en PCR.  

Lors de l’étude de la possible capacité virucide du LSA, ce dernier est déposé sur les tapis 

cellulaires pour une première incubation, puis rincé avant que les tapis ne soient remis en 

incubation. Seules ces solutions d’incubation contenant le LSA (SNG0) peuvent être à l’origine 

d’une inhibition de la PCR puisqu’elles ne sont pas diluées avant. Les tapis sont également lavés de 

nouveau avant d’être récupérés lors de la fin de la seconde incubation. Les inhibiteurs initialement 

présents dans le LSA ont donc été éliminés pour la plus grande partie et très fortement dilués.  
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CONCLUSION 

L’objectif principal de ce travail était d’étudier la relation entre le CHV-1 et le sperme afin 

de mieux caractériser le risque de transmission par le chien mâle en reproduction. Pour cela nous 

avons travaillé sur trois axes. Le premier porte sur la capacité des spermatozoïdes à transmettre le 

virus (en particulier après lavages). Le second volet de recherche étudie, lors d’une éventuelle 

interaction entre le sperme et le virus, si le sperme canin possède une capacité virucide. Le 

troisième axe évalue le risque de ne pas détecter un reproducteur porteur du virus lors d’une 

analyse PCR à cause d’inhibiteurs présents dans le sperme. 

La détection d’ADN viral dans le sperme du chien suggère un risque de transmission à la 

femelle lors de la reproduction. Dans notre modèle d’infection in vitro, nos résultats préliminaires 

montrent une absence d’infection des tapis cellulaires MDCK par des spermatozoïdes 

préalablement infectés, puis lavés (n=2). L’absence à la fois d’effet cytopathique et de détection 

de CHV-1 par PCR temps réel suggèrent que le virus ne serait pas en mesure de pénétrer et de se 

répliquer au sein des spermatozoïdes. Il pourrait néanmoins adhérer temporairement à sa surface. 

Le principe de lavages multiples des spermatozoïdes diminuerait efficacement le titre viral comme 

en témoigne l’augmentation des Cq au fil des lavages. Reste à déterminer si un nombre minimum 

de lavages permet à coup sûr d’éliminer les virus adhérents.  

 L’étude très préliminaire (n=2) d’un possible effet virucide du sperme n’est pas concluante 

et nécessite de nouvelles expériences. En effet, le résultat de l’observation des tapis cellulaires, 

après incubation en présence de liquide spermatique acellulaire (LSA) et de virus, est 

contradictoire entre les deux expériences. Si l’une oriente vers un effet virucide, la seconde n’en 

présente pas. Cette différence pourrait reposer sur une différence de composition entre les deux 

LSA testés. De plus, l’absence en PCR de détection, au moins des témoins positifs d’infection, 

suggère un souci technique ou de recueil d’échantillon.  

 Le LSA canin est clairement capable d’inhiber la PCR EvaGreen®. Cet effet dépend de la 

quantité d’ADN viral présente dans l’échantillon testé (nos gammes de dilutions), et peut donc en 

partie être contré par la dilution du LSA. Cette inhibition par le LSA s’avère aussi variable entre les 

individus. Ce résultat est important à prendre en compte dans le dépistage des reproducteurs, car 

il témoigne du haut risque de faux négatifs lors d’analyse PCR sur le sperme.  
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ANNEXE 1 : MO-6 - CULTURE CELLULAIRE : LIGNEE MDCK 

 

ANNEXES 
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ANNEXE 2 : MO-10 - AMPLIFICATION CHV SUR LIGNEE CANINE MDCK 
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ANNEXE 3 : MO-15 - TEST D’UN POSSIBLE EFFET « VIRUCIDE » 
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ANNEXE 4 : MO-15 - TEST D’UN POSSIBLE EFFET « VIRUCIDE » AVEC TRYSPINE 

 



- 150 - 

 

ANNEXE 5 : MO-15 - TEST D’INFECTION DES SPERMATOZOÏDES 
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ANNEXE 6 : MO-2 – EXTRACTION D’ADN TOTAL A PARTIR DE CULOTS DE CELLULES MDCK 
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ANNEXE 7 : MO-5 – EXTRACTION D’ADN VIRAL A PARTIR DE LIQUIDE BIOLOGIQUE 
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ANNEXE 8 : MO-8 – PROCEDURE Q-PCR EVAGREEN DE CHEZ SOLISBIODYNE 

1) Salle mix 

       -     Mettre blouse, gants, désinfecter la paillasse et les pipettes avec du RnaseAway.  

       - Sortir du congélateur (tiroir 1, -20°C) les amorces (solution de travail) et le tampon 
(Evagreen 5x Hotfire pol mix + no Rox réf 08.25.00001) - les laisser à température ambiante 
pour la décongélation douce. 

      - Remplir un bac de glace et y déposer un tube 1,5 mL annoté « MIX ». 

       - Entourer d’aluminium une plaque 96 puits (réf 3441-40) - la déposer dans la glace. 

      - Vortexer 3 secondes + Centrifuger 3 sec amorces et tampon. 

      - Préparer le MIX en y déposant tous les réactifs et en respectant les volumes (Cf MO-8-
CalculMix- PCR-TR-CHV-MC).  Ajouter d’abord l’eau, puis le tampon, les amorces. Vortex 3 sec. 

- Déposer 15 µL du Mix complet dans l’ensemble des puits et ajouter 5 µL  d’eau dans  
les puits témoins (NTC) (Volume réactionnel total = 20 µL). 

     - Refermer l’aluminium sur la plaque 96 puits. 

     -  Enlever la blouse dédiée à la salle mix. 

      

2) Salle échantillon 

Précautions 
Lors des dépôts, ne pas refouler jusqu’au 2e cran de la pipette (évite les aérosol). 

Changer de cône si contamination suspectée – Aller des négatifs aux témoins de gamme. 
Être parfaitement reproductible pour les différents réplicats.  
 

- Mettre la blouse dédiée à la salle échantillon. 

- Désinfecter la paillasse et les pipettes avec du RnaseAway. 

- Sortir les échantillons du congélateur, tiroir 2, -20°C boîte Gwendo-Gamme et boîte CHV 
ADN LM/MC et les laisser décongeler à température ambiante.  

- Vortex 3 secondes + Centrifugation 3 sec. 

- Ajout des échantillons dans les puits de la plaque : 5 µL de chaque échantil lon. Possibilité 

d’adapter aussi le volume en fonction des concentrations  ; dans ce cas QSP à 5 µL avec de 
l’eau (tabler sur au moins 10 ng d’ADN total extrait et 100 ng d’ARN totaux)  

Commencer par les témoins, puis les autres échantillons du plus concentré au moins 
concentré. 

- Déposer un film plastique autocollant (dans sachet réf. Biorad Microseal B Adhesive Sealer 

MSB-1001), et appliquer le film verticalement et horizontalement sur toute la plaque avec 
un doigt ganté. 
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- Enlever la blouse - Aller dans la salle « clonage » pour centrifuger la plaque à 1000 rpm, 10 
sec. 

 

3)   Programmation 

- Allumer le lecteur PCR Biorad CFX, ouvrir le capot en appuyant sur le bouton rectangulaire, 
Déposer la plaque 96 puits et appuyer sur le même bouton pour fermer le capot.  

      - Allumer l’ordinateur et cliquer sur le logiciel Biorad CFX Manager. 

      - Programme (SYBR) : Cliquer sur « User Defined » puis sur « Select Existing », chemin 
d’accès :    «Users>L.Martignat>Programmes>ALC-14-12-21 q-PCR classique ». 

- Programmation de la plaque - Cliquer sur « Plaque » puis sur « Create New » : sélectionner 

les puits et le type d’échantillon du puits correspondant, dans « Sample Type ».  

- Choisir : NTC (eau) / Negative Control / Positive Control /Standart / Unknown (échantillon à 
tester) - faire entrée/load pour valider et afficher. 

- Select fluorophores : cocher « SYBR ». 

- Choisir dans le menu déroulant où écrire le nom de l’amorce utilisée dans « Target 
Name » - Entrée/load. 

- Pour les standards, entrer la concentration - Entrée/load. 

- Enregistrer la plaque au nom de « plan plaque q-PCR… + date » dans  
Users>L.Martignat. 

- Lancement du programme « Start Run » - enregistrer le fichier au nom existant («L 
Martignat_2022-[date][heure]_CT023420») + « Start Run » dans  Users>L.Martignat. 

- Attendre si possible le démarrage de la dénaturation initiale. Durée environ 100 min. 

 

      4)    Traitement des données et envoi des résultats (2 fichiers) 

     - Aller sur la page des résultats « Data Analysis », puis sur l’onglet « Quantification ».  

  Pour exclure un puits de l’analyse des données, faire un clic droit sur le puits en 

question. 

Sélectionner « Well » (clic gauche), puis cliquer sur « Exclude from analysis ». 

      -  Appuyer sur la touche « Windows » ; ouvrir « Outil de capture ». Cliquer sur « Nouveau ». 

      -    Sélectionner la page entière de résultats, ou seulement la partie souhaitée (tableau, 

graphique…)      Dans « Data Analysis ». 

      - Enregistrer la capture et renommer « Capture PCR n°…/date/Initiales  » dans  

Users>L Martignat>Export résultats. 

     - Retourner sur la page des résultats « Data Analysis » et cliquer sur « Export ».  
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Choisir « Custom Export ». 

        Choisir format Excel 2007 (*xlxs) - Sélectionner les données souhaitées. 

        Cliquer sur « Export » - Renommer : « Export PCR n°…/date/Initiales  ». 

                    Enregistrer dans Users>L Martignat>Export résultats. 

 

   Exporter par clé USB 

      - Aller dans Users>L Martignat>Export résultats. 

        - Sélectionner les fichiers souhaités, faire un clic droit puis cliquer sur « Copier ». 

        - Aller sur le fichier « clé USB », faire un clic droit et cliquer sur « coller ». 

   Exporter par mail 

      - Ouvrir l’application « Mozilla Thunderbird ». 

      - Cliquer sur « Écrire » puis rentrer les mails (étudiant + LM) qui vont recevoir les 
résultats. 

      - Cliquer sur Joindre>Users>L Martignat>Export résultats. 

       - Sélectionner les fichiers souhaités - taper sur « Entrée » - Cliquer sur « Envoyer ». 
 

     5)  Plaque 96 puits 

Soit la congeler à -20°C pour une électrophorèse ultérieure, soit la jeter dans une poubelle 
jaune DASRI. 
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RESUME 

L’objectif de cette étude est d’analyser la relation entre le CHV-1 et le sperme canin afin 

d'évaluer le risque de transmission par le chien mâle en reproduction. Trois axes 
principaux ont été explorés : (1) la capacité des spermatozoïdes  à transmettre le virus, 

notamment après plusieurs lavages ; (2) la possible activité virucide du sperme canin ; et 
(3) le risque d’inhibition de la détection par PCR du virus en raison de la présence 

d’inhibiteurs dans le liquide spermatique. 
La détection d’ADN viral dans le sperme suggère un potentiel de transmission du CHV-1 à 

la femelle lors de la reproduction. Cependant, nos résultats préliminaires in vitro 
indiquent que, malgré l’hypothèse d’une possible adhésion temporaire du virus à la 

surface des spermatozoïdes, le virus ne semble pas capable de pénétrer ou de se répliquer 
dans ces cellules après lavage. Le processus de lavages successifs réduit efficacement la 
charge virale. 

L’étude d’un potentiel effet virucide du sperme a abouti à des résultats contradictoires 
entre les deux manipulations réalisées, pour l’une une inhibition de l’infection semble 

avoir eu lieu, tandis que des signes d’infection ont été constatés pour l’autre. De plus 
l’absence de détection lors de la PCR, au moins sur les témoins positifs, ne permet pas 

d’analyser plus en détail cette étude préliminaire. De nouvelles manipulations sont 
nécessaires. 

Enfin, l’étude démontre que le liquide spermatique acellulaire (LSA) inhibe clairement la 
PCR temps réel EvaGreen®, avec une variabilité interindividuelle. La dilution du LSA 

permet de retrouver le signal PCR. Cette inhibition expose à un risque de faux négatifs lors 
de tests PCR sur le sperme. 
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