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Résumé &horbar; Le but de cette étude est de préciser les conditions d’utilisation de la technique d’ampli-
fication de gène pour la détection du virus de la maladie d’Aujeszky dans le sperme de verrat. Du
sperme de verrat a été artificiellement contaminé par le virus, et soumis à la technique d’amplification
génique par la polymérase (PCR). La fraction liquide du sperme de verrat était inhibitrice pour l’ampli-
fication de gène. Seul un prétraitement enzymatique des échantillons par la protéinase K suivi d’une
extraction de l’ADN viral sur une matrice en fibres de verre a permis de lever l’inhibition. Cette méthode
simple et rapide a détecté environ 370 séquences cibles d’ADN viral par microlitre d’échantillon.
L’emploi d’une sonde spécifique marquée pour détecter le produit d’amplification pourrait permettre
d’améliorer la sensibilité de la technique.
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Summary &horbar; Detection of pseudorabies virus in semen of boars by a polymerase chain reaction.
The aim of the present study was to specify the experimental conditions for the use of the polymerase
chain reaction (PCR) in the detection of the pseudorabies virus in boar semen. Boar semen was arti-
ficially contaminated by Aujeszky’s disease virus and submitted to the PCR. The seminal plasma frac-
tion of the semen was found inhibitory for PCR. An incubation of the samples with proteinase K follo-
wed by an extraction of the viral DNA on a glass matrix was shown to be able to remove the inhibition.
The method was simple, rapid and allowed the detection of around 370 viral DNA sequences per
microliter of sample. The detection of the amplified DNA by a specific enzymatically labelled probe could
improve the sensitivity of the method.
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INTRODUCTION

Le virus de la maladie d’Aujeszky (SHV1)
a, chez le porc adulte, un tropisme essen-
tiellement respiratoire. Cependant, lors d’épi-
sodes aigus, le virus peut être isolé du
sperme de verrats (Medveczky et Szabo,
1981 ; Vannier et Gueguen, 1979). La
méthode de référence pour le diagnostic
est l’isolement du virus sur cultures cellu-
laires. Elle est sensible et spécifique mais
nécessite l’entretien de cultures cellulaires,
inconvénient qui est associé à un délai de
réponse important. Certaines publications
font aussi état d’une toxicité du sperme de
verrat pour les cultures cellulaires (Med-
veczky et Szabo, 1981). ).

La technique d’amplification de gène
(polymerase chain reaction : PCR) a connu
ces dernières années un développement
important, en raison de sa sensibilité et de sa
rapidité d’exécution. Elle a déjà été employée
avec succès pour la détection du virus de
la maladie d’Aujeszky dans des prélève-
ments de cellules nasales ou ganglionnaires
(Belak et al, 1989 ; Jestin et al, 1990 ;
Lokensgard et al, 1991 ; Maes et al, 1990).

Le but de la présente étude est l’adapta-
tion de la technique d’amplification de gène
pour la mise en évidence du virus de la mala-
die d’Aujeszky dans le sperme de verrat.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

En l’absence de sperme de verrat naturellement
infecté par le virus de la maladie d’Aujeszky, des
échantillons de semence ont été artificiellement
contaminés par le virus.

Le virus a été produit sur cellules PK15 à par-
tir de la souche Kojnok (gracieusement fournie
par les services du professeur B Toma, École
nationale vétérinaire d’Alfort, France). Le surna-
geant de culture titrait 10!!6 doses effet cytopa-
thogène 50 (DECP50/ml) ; des dilutions en série
ont été effectuées afin de déterminer la sensibi-
lité de la méthode.

La semence provenait de verrats de centres
d’insémination indemnes de maladie d’Aujeszky
et dûment contrôlés. Les fractions séminales (SN)

et cellulaires (SZ) ont été séparées par centrifu-
gation, 10 min à 1500 g. Les spermatozoïdes ont
été lavés 4 fois en PBS afin d’éliminer les sécré-
tions séminales.

L’épreuve contaminante a consisté en un
mélange extemporané de 9 parties d’échantillon
spermatique (sperme total = ST, surnageant de
centrifugation = SN ou culot de centrifugation
contenant les spermazoïdes = SZ) et d’une par-
tie de suspension virale. Après mélange au vor-
tex, l’échantillon a été déposé sur glace fondante.
Les traitements appliqués aux échantillons avant
amplification ont été les suivants :

i) absence de traitement ;

ii) digestion par un tampon de lyse (NaCI
300 mM; EDTA 5 mM ; Tris HCI pH 8:20 mM ;
sodium Dodecyl Sulfate : 1%) 10 min à 37°C;

iii) digestion enzymatique par la protéinase K
(Boehringer Mannheim, BP 59, 38242 Meylan
cedex) : 100 pg/mI, SDS 0,5%, 1 h à 55°C ;
iv) traitement par le tampon de lyse (ii) puis par la
protéinase K (iii) ;
v) traitement par le tampon de lyse (ii), la protéi-
nase K (iii) puis extraction chimique au phénol-
chloroforme selon les protocoles classiques
(Maniatis et al, 1982) ;
vi) chauffage à 115°C pendant 10 min, traitement
par la protéinase K (iii), puis extraction de l’ADN
viral par adsorption sur fibres de verre en pré-
sence d’iodure de sodium saturé (Vogelstein et
Gillespie, 1979).

La technique d’amplification était dérivée de
celle décrite par Jestin et ai (1990). Après pré-
chauffage à 115°C pendant 10 min, 1 pl d’échan-
tillon a été ajouté à 9 >1 de mélange réactif
(dNTP) : 200 mM ; (primers : 5’CG.TAC.CGC.
GCC.CAC.GTG.GCC3’;5’GTC.GGT.GAG.GAT.
GTT.CAC.GC3’] : 1 pM ; [Taq polymérase] : 2,5
U/100 !I ; [MgCl2] : 2,5 mM ; [Tris HCI] : 100 mM ;
(KCI) : 500 mM; Triton x 100 1 % ; pH = 8,8).

L’amplification a eu lieu sous huile minérale
dans un thermocycler Perkin Elmer selon le cycle
suivant : 2 min à 96°C, 30 cycles comprenant 1 min
30 à 94°C, 30 s à 65°C, 30 s à 72°C ; 8 min à 72°C.

La détection a été effectuée sur gel d’agarose
(Seakem 2% - bromure d’éthidium 0,5 lug/ml)
après électrophorèse (100 v 1/2h) de 5 pl
d’échantillon amplifié et observation des bandes
en transillumination UV. Un résultat positif a été
matérialisé sur le gel par la présence d’une bande
de 262 paires de bases. Le produit d’amplification
a été digéré par une enzyme de restriction (Nar 1),
et la taille des sous produits a été contrôlée (Jes-
tin et al, 1990).



RÉSULTATS

La méthode d’amplification de gène appli-
quée à des échantillons constitués de sperme
total (ST) et de virus a donné des résultats
négatifs : aucune bande n’a été détectée sur
le gel. Lorsque les fractions du sperme ont
été séparées, la séquence recherchée a été
détectée dans la fraction contenant les sper-
matozoïdes lavés (figs 1-5), et pas dans celle
contenant les sécrétions séminales (figs 1-
4). Le préchauffage à 115°C a entraîné en
outre la coagulation des protéines du plasma
séminal et rendu difficile le prélèvement d’une
partie aliquote. Ces premiers résultats nous
ont amenés à soumettre les échantillons SN
ou ST à divers traitements avant amplifica-
tion. Ni les procédés de digestion enzyma-
tique, ni ceux d’extraction chimique n’ont
donné de résultats satisfaisants. Seul le pro-
tocole n° 6 comprenant une digestion enzy-
matique et l’extraction de l’ADN viral sur fibres
de verre a donné des résultats régulièrement
positifs après amplification (tableau 1). L’effet
inhibiteur observé dans les échantillons conte-

nant la fraction séminale du sperme a dis-

paru. Des échantillons contenant des quan-
tités décroissantes de virus ont été testés par
le protocole précédent. La plus faible concen-
tration virale détectée par ce système était
105,6 DECP5c!ml, soit environ 370 séquences
cibles d’ADN par pl d’échantillon testé (fig 2).

DISCUSSION

Les résultats obtenus avec les mélanges
ST/SHV1 ou SN/SHV1 ont montré l’impos-
sibilité de détecter le virus dans les échan-

tillons contenant la fraction liquide du
sperme, et suggèrent la présence d’inhibi-
teurs de l’amplification dans le plasma sémi-
nal du verrat. Plusieurs protocoles ont été
envisagés afin de supprimer cette inhibition.

Bien que non inhibitrice, l’utilisation de la
fraction cellulaire du sperme (SZ) a été écar-
tée. En effet, cette fraction comporte une

quantité importante d’ADN cellulaire risquant
d’interférer avec l’amplification de la séquence
virale recherchée. D’autre part, une étude
réalisée sur du sperme de bovin naturelle-

ment contaminé par le virus de la rhinotra-

chéite bovine infectieuse (BHV1 ) montre que
la majeure partie du virus se trouve dans la
phase liquide du sperme (Guerin etal, 1993).



Les essais ultérieurs ont donc été réali-
sés avec la fraction liquide de la semence
(SN) contaminée par SHV1. Les traitements
enzymatiques par la protéinase K et le SDS
ont conduit à des résultats négatifs. L’extrac-
tion de l’ADN viral a alors été envisagée.
La concentration du virus par ultracentrifu-

gation a été écartée en raison du lourd
investissement en matériel qu’elle demande.

Les extractions chimiques par le phénol
et le chloroforme étaient longues, fasti-
dieuses et susceptibles de générer elles-
mêmes, comme il est apparu ici, des inhi-
biteurs de l’amplification.

Seule la purification de l’ADN sur fibres
de verre, après traitement enzymatique par
la protéinase K, a permis de resuspendre
l’ADN extrait dans un milieu neutre pour
l’amplification de gène, et a donné des résul-
tats satisfaisants.

Dans les années passées, la technique
d’amplification de gène a été employée avec
succès sur des échantillons cellulaires, frot-
tis ou cellules sanguines. Cependant,
lorsqu’elle était employée sur des prélève-
ments fécaux (Xu et al, 1990) ou urinaires
(Demmler et al, 1988 ; Yamagushi et al,
1992), l’existence de facteurs inhibiteurs a

été démontrée. Chez le verrat, le volume
de l’éjaculat est très important, et les sécré-
tions séminales en constituent la part prin-
cipale. Les composants en sont multiples
(sels minéraux, enzymes,...) et l’existence
d’un facteur inhibiteur parmi eux est plau-
sible. Sa caractérisation reste toutefois déli-

cate. L’extraction de l’ADN viral à partir de la
fraction séminale du sperme semble donc
constituer une solution intéressante.

La sensibilité de la méthode est ici d’envi-

ron 370 particules virales par pl d’échantillon
testé, soit 60 fg d’ADN, ce qui est cohérent
avec les résultats publiés par d’autres auteurs
(Lokensgard et al, 1991 ; Maes et al, 1990). Le
système de détection employé ici, le bromure
d’éthidium, ne permet toutefois pas de mettre
en évidence sur le gel après amplification
moins de 50-100 ng d’ADN. L’utilisation d’un

système de détection plus sensible, tel qu’une
sonde ADN marquée par une enzyme et révé-
lée par un substrat chemoluminescent, devrait

permettre, sans trop alourdir le protocole, de
détecter de plus petites quantités d’ADN. Elle
permettrait dans le même temps de s’assu-
rer de la spécificité du fragment amplifié.

Parmi les autres méthodes de diagnostic,
l’isolement du virus sur culture cellulaire pré-



sente la plus grande sensibilité, une seule
particule virale infectante pouvant être détec-
tée. Cependant, lors des phases de latence,
les particules virales ne peuvent être mises
en évidence. Les autres techniques, immu-
nofluorescence, immunopéroxydase ou
sonde ADN, souffrent d’un manque de sen-
sibilité (Wongwatcharadumrong etal, 1992).
Une sonde ADN employée pour la détec-
tion du BHV1 dans le sperme de Bovin ne

détecte que 104 particules environ par dot
blot (Pacciarini et al, 1988).

Les avantages du protocole décrit ici sont
multiples. L’emploi de la technique PCR per-
met la multiplication du nombre de

séquences d’ADN viral et augmente ainsi la
sensibilité. Relativement rapide, la méthode
permet d’obtenir un diagnostic en quelques
heures, quelle que soit la viabilité des parti-
cules virales. Le procédé d’adsorption sur
fibres de verre est simple, rapide et ne
demande aucun équipement sophistiqué. Il l

permet d’utiliser la technique d’amplification
de gène sur des échantillons de sperme de
verrat initialement inhibiteurs. La sensibilité

de la méthode est satisfaisante mais méri-

terait d’être associée à un système de détec-
tion plus performant. Il serait également sou-
haitable de vérifier les résultats obtenus ici

sur des échantillons de sperme provenant
de verrats naturellement contaminés par le
virus de la maladie d’Aujeszky.

En conclusion, malgré l’activité inhibitrice
de la fraction liquide de sperme de verrat
sur l’amplification génique, la combinaison
d’un prétraitement enzymatique et d’une
extraction de l’ADN viral sur une matrice de

verre permet le recours à la PCR et la détec-
tion d’une contamination du sperme de ver-

rat par une faible quantité de virus de la
maladie d’Aujeszky.
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