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— RESUME

Le virus de I'arthrite encéphalite caprine (CAEV) a été identifié dans les tissus de I'appareil génital
male et femelle, dans la semence, dans les sécrétions utérines et vaginales et dans le liquide de lavage
utérin lors de récoltes d’embryons. Un risque sanitaire lors d'inséminations artificielles (I1A), de fécon-
dations in vitro (FIV) et de transfert embryonnaire (TE) existe. Cependant, il a été démontré que la
fraction spermatique de la semence, I'ovocyte dépourvu des cellules de la granulosa, I'embryon a zone
pellucide intacte et lavé dix fois, prélevés chez des animaux naturellement infectés, étaient indemnes
de CAEV. Ainsi en respectant des procédures précises, I'lA, la FIV et le TE présentent un risque négli-
geable de transmission du CAEV et il est démontré que le TE est utilisable comme technique de pro-
phylaxie sanitaire.

Mots-clés : CAEV, risque sanitaire, insémination artificielle, fécondation in vitro, transfert embryonnaire,
prophylaxie sanitaire.

— SUMMARY

Caprine Arthritis-Encephalitis Virus (CAEV) has been identified in the tissues of male and female gen-
ital tract, in the semen, in uterine and vaginal secretions, and in embryo flushing medias. So a health
risk is associated with artificial insemination (Al), In vitro fecundation (IVF) and embryo transfer (ET).
However, it has been demonstrated that sperm fraction, oocytes free of granulosa cells, embryo with
intact zona pellicida and after ten washing, take off from naturally infected goats are free of CAEV.
So with the respect of definite process, IA, IVF and ET are associated with low level CAEV transmis-
sion risk and TE can be use as preventive health measure.

Key words: CAEV, sanitary risks, artificial insemination In vitro fecundation and embryo transfer, preventive
health measure.
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INTRODUCTION

Chez les caprins I'insémination artificielle (IA) ou le transfert
embryonnaire (TE) sont fréquemment utilisés pour augmenter
la pression de sélection, produire des animaux d’élite, préser-
ver les races en danger et surtout pour exporter le patrimoine
génétique. Ce commerce international des gametes et des
embryons représente un risque potentiel de diffusion de mala-
die. En effet, les agents pathogeénes, présents dans les voies géni-
tales méles et femelles, peuvent adhérer a la surface des sper-
matozoides, des cellules non spermatiques ainsi qu’a la zone
pellucide de embryon (Quayle et al., 1997 ; Wrathall &
Sutmoller, 1998 ; Pudney et al., 1999). Ce risque persiste dans
le temps puisque la plupart des pathogenes résistent aux phé-
nomenes physiques liés a la cryoconservation. Ainsi, la réali-
sation d’'IA et de TE avec respectivement du sperme ou des
embryons infectés est susceptible d’infecter les femelles ou leurs
produits.

Lagent pathogene, de I'arthrite encéphalite caprine, appelé com-
munément CAEV (pour Caprine Arthritis Encephalitis Virus),
est un rétrovirus appartenant au genre Lentivirus (Crawford &
Adams, 1981). Le CAEV provoque chez la chévre une mala-
die grave a évolution lente, progressive et irréversible qui se tra-
duit le plus souvent par des arthrites chroniques avec parfois des
symptomes pulmonaires (pneumonie interstitielle) et/ou mam-
maires (mammite indurative). Chez les chevrettes entre deux
et six mois, I'encéphalite est le symptdme le plus fréquemment
observé.

Lorsqu’elle s’installe dans une zone de production, cette infec-
tion peut intéresser 80 2 95 % des cheptels caprins avec des
conséquences économiques importantes liées a la chute de la
production laitiére, aux réformes anticipées et aux ralentisse-
ments des échanges (Greenwood, 1995). Ces restrictions peu-
vent aller jusqu’a 'annulation des ventes de reproducteurs et
s'opposer au développement des biotechnologies de la repro-
duction en raison du risque de transmission du virus (Peretz &

Cimarosti, 1990).

Les cellules de la lignée monocytes-macrophages sont la cible
principale du CAEV in vivo. Linfection suit un cours irrégulier
avec des périodes de latence, lorsque le virus est présent dans
les monocytes sanguins a I'état de provirus et des périodes actives
pendant lesquelles le virus se développe et se multiplie a partir
des monocytes infectés qui se différencient en macrophages dans

les tissus cibles (Zink &Johnson, 1994).

APPRECIATION DU RISQUE SANITAIRE
Risques liés a I'insémination artificielle

Le pro-virus de CAEV a été identifié dans le prépuce, le testi-
cule, I'épididyme, les canaux déférents et les glandes vésiculaires
de boucs naturellement infectés ( Peterson et al., 2008 ; Ali Al

Ahmad et al., 2008b). En 2013, Lamara et al., démontrent, in
vitro, que les cellules de I'épididyme sont la cible de la réplica-

tion virale. Ces observations confirment que 'appareil génital
male est un réservoir potentiel de CAEV susceptible d’infec-
ter Péjaculat.

Lexamen de la semence de boucs, expérimentalement ou
naturellement infectés, montre qu’elle peut contenir du pro-virus
de CAEV (Travassos et al., 1998 ; Travassos et al., 1999). Des
études plus récentes démontrent I'existence de '’ADN provi-
ral de CAEV et de ’ARN viral dans le plasma séminal et dans
la fraction cellulaire non spermatique (Ali Al Ahmad et al.,
2008b). Cependant, aucune étude n’a identifi¢ du CAEV au

niveau de la fraction spermatique.

Lutilisation de semence de boucs naturellement infectés n’a pas
permis d’observer de séroconversion chez les chévres au cours des
18 mois suivant 'IA (Adams et al., 1983). Cependant, sept jours
apres saillie naturelle avec un bouc naturellement infecté ou apres
insémination artificielle intra-utérine sous controle endosco-
pique avec de la semence infectée in witro, il est possible d’iden-
tifier de ’ADN proviral de CAEV dans les sécrétions vaginales
et utérines de chevres indemnes (Ali Al Ahmad et al., 2012a).

En conséquence, un risque de transmission du CAEV par I'TA
est présent et des études complémentaires sont nécessaires pour
en préciser la valeur.

Risques liés au transfert embryonnaire

Lanalyse des différents tissus de 'appareil génital de chevres don-
neuses d’embryons a permis de mettre en évidence de ’ADN
proviral de CAEV dans les ovaires, les cellules de la corona
radiata, loviducte et I'utérus (Fieni et al., 2003 ; Ali Al Ahmad
etal., 2005) mais sans précision du type cellulaire infecté (mono-
cytes/macrophages ou cellules épithéliales).

Lors de cultures in vitro, les cellules de la granulosa (Lamara et
al., 2001) comme les cellules épithéliales d’oviductes (Lamara
et al., 2002a) ont été démontrées permissives a la réplication
du virus. In vivo, l'utilisation combinée de techniques d’im-
munofluorescence et d’hybridation in situ a permis de démon-
trer que les cellules épithéliales utérines était infectées par le

CAEV (Ali Al Ahmad et al., 2012b).

Il est important de souligner que I'infection par le CAEV de I'ap-
pareil génital de la chevre n’est pas corrélée a la détection d’an-
ticorps anti CAEV ou de ’ADN proviral dans les cellules mono-
nuclées du sang périphérique (Fieni, résultats non publiés).

L ADN proviral de CAEV (Fieni et al., 2002) ainsi que ’ARN
viral (Ali Al Ahmad et al., 2008a) ont été mis en évidence dans
le milieu de récolte d’embryons de chevres superovulées. Lors
de sa vie intra-tubaire et intra-utérine, 'embryon est donc poten-
tiellement en contact avec des cellules infectées par le CAEV.

Afin d’étudier le role de vecteur que pourrait jouer 'embryon
caprin pour le CAEV, deux séries d’infection expérimentale ont
été réalisées sur des embryons protégés ou non par la zone pel-
lucide (Lamara et al., 2002b). Cette étude confirme le role pro-
tecteur de la zone pellucide qui ne permet pas I'attachement du
virus, et qui se trouve alors éliminée apres deux lavages réali-
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sés selon la procédure recommandée pour 'embryon bovin par
l'international embryo transfert society (IETS). Elle démontre
aussi que les embryons caprins de 8 4 16 cellules, sans membrane
pellucide et infectés expérimentalement, sont susceptibles de
transmettre le virus. De fagon complémentaire, la permissivité
au CAEV et Paptitude a la réplication virale des cellules
embryonnaires sont mises, in vitro, en évidence (Ali Al Ahmad
etal., 2006).

Ces différentes études indiquent I'existence d’un risque d’in-
fection de ’embryon par le CAEV et de transmission de celui-
ci lors de transferts embryonnaires. Elles soulignent aussi un
risque lors de FIV 1ié a la sensibilité des cellules de la granulosa
qui entourent 'ovocyte mais aussi des cellules épithéliales
souvent utilisées lors de culture in vitro des embryons (Watson
etal., 1994.) Ces travaux mettent par ailleurs en évidence un
certain nombre d’éléments qui concourent 2 la sécurité sani-
taire du transfert embryonnaire et qui sont, soit directement liés
a I'embryon (zone pellucide), soit en relation avec la technique
utilisée (lavage des embryons).

ELEMENTS DE SECURITE SANITAIRE

Lors de I'lA

Si la séroconversion d’'une chevre apres saillie par un male
infecté a été rapportée par Rowe et al., (1992) aucune étude ne
rapporte la transmission du CAEV suite a insémination artifi-
cielle.

Létude de l'infection des différentes phases du sperme, récolté
chez un bouc naturellement infecté, a montré que la phase sper-
matique obtenue par simple centrifugation sur gradient de sac-
charose était indemne de CAEV(Ali Al Ahmad et al., 2008b).
Cette résistance des spermatozoides (SPZ) a I'infection CAEV
pourrait &tre due, soit aux protéines épididymaires qui protegent
les gametes males durant leur transit dans les voies génitales, soit
simplement a I’absence de récepteur nécessaire a I'internalisa-
tion du virus sur la membrane des SPZ. La structure de ces récep-
teurs demeure a déterminer pour le CAEV. Chez ’homme, les
récepteurs au VIH (Virus de I'immunodéficience acquise) sont
connus (CD4, CCR5 et CXCR4) et il a été démontré que les
spermatozoides ne les exprimaient pas (Quayle et al., 1997 ; Kim
etal., 1999). Ainsi, chez 'Homme, il est possible de préparer des
doses de sperme fécondant, par centrifugation sur gradient, com-
plétée par une technique de « swim up ».

Le risque de transmission du CAEV wia 'l A apparait donc faible.
Cependant, les expérimentations sont actuellement trop peu
nombreuses pour émettre un avis certain (Blacklaws et al., 2004).

Lors de transfert embryonnaire

La membrane pellucide est une structure glycoprotéique qui
entoure I'ovocyte a partir du stade de follicule secondaire, puis
I'embryon jusqu’a J8-J9. Il a été clairement démontré que la zone
pellucide de I’embryon caprin le protége contre une infection
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in vitro de CAEV 2 une concentration de 10¥TCIDsp/ml et que
ce virus n’adhere pas a cette structure, puisque qu'il est éliminé
systématiquement par les cinq premiers lavages (Lamara et al.,

2002b ; Ali Al Ahmad et dl., 2006 ; Ali Al Ahmad et al., 2008a).

Lutilisation du transfert embryonnaire a des fins de prophylaxie
sanitaire n’est possible que si le matériel cellulaire initial,
c'est-a-dire 'ovocyte, est totalement indemne de 'agent patho-
géne ciblé. Apres avoir constaté que les cellules de la granulosa
qui entourent 'ovocyte pendant son développement ovarien
et le début de son développement intra-oviductal, peuvent étre
naturellement infectées par le CAEV, Ali Al Ahmad et al.,
(2005) ont démontré que I'élimination par lavages enzymatiques
de ces cellules permet d’obtenir un ovocyte indemne d’infec-
tion virale.

Le caractére indemne des ovocytes caprins, la protection
apportée par la membrane pellucide, la propriété de non-
adhésion du CAEV a celle-ci et l'efficacité des lavages per-
mettent de penser que les mesures sanitaires recommandées par
I'International Embryo Transfert Society (IETS) pour 'embryon
bovin, a savoir la sélection, pour le transfert ou la congélation,
uniquement des embryons a zone pellucide intacte et ayant subi
dix lavages (Stringfellow & Seidel, 1998), pourraient étre uti-
lisées pour produire, a partir de chevres infectées par le CAEV,
fécondées par de la semence certifiée indemne, des embryons
indemnes de CAEV qui, transférés chez des receveuses
indemnes, donneraient des chevreaux indemnes de CAEV.

UTILISATIONS SANITAIRES DES
BIOTECHNOLOGIES DE LA REPRODUCTION

Utilisation du TE pour la production
d’embryon indemnes de CAEV avec de la
semence infectée

Lutilisation de semence infectée in vitro (10YTCIDso/mL)
pour l'insémination artificielle intra-uterine sous controle
endoscopique de 14 cheévres superovulées, permet d’obtenir,
apres lavages, 49 embryons indemnes de CAEV, alors que TADN
proviral de CAEV est détecté le jour de la récolte dans 8/14 frot-
tis vaginaux et 9/14 liquides de récolte des embryons. Cette
étude confirme que I'IA, avec de la semence infectée par le
CAEYV, est susceptible de transmettre ce virus dans 'utérus des
femelles inséminées mais aussi que, quelque soit 1’état sanitaire
de la semence, il est possible d’obtenir des embryons indemnes

de CAEV (Ali Al Ahmad et al., 2012a).

Utilisation de la FIV pour la production
d’embryons indemnes de CAEV avec de la
semence infectée

La possibilité d’obtenir des embryons par FIV, en présence de
CAEYV et a partir de sperme infecté in vitro a été éprouvée par
utilisation de 789 ovocytes. Le sperme est infecté in vitro avec

10°TCIDso/ml de CAEV pendant la phase de maturation
(30 min a 38,5 °C), puis mis en présence des ovocytes pendant
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18h00 a 38,5°. La phase de fécondation se réalise donc en pré-
sence de CAEV a une concentration de 10TCIDso/ml. Les
embryons sont finalement lavés 12 fois, puis mis en culture.

Pour les 5 répétitions de 'expérience, le diagnostic par biolo-
gie moléculaire n’a révélé ni ’ADN proviral, ni ’ARN viral dans
les lots d’embryons comme dans les bains de lavages a partir du
quatrieme bain (Fieni et al., 2012).

Cette étude démontre que la présence de CAEV lors de la phase
de fécondation des ovocytes n’entraine pas l'infection des
embryons et qu'il est possible de produire, par FIV, avec de la
semence infectée in vitro, des embryons indemnes de CAEV.
Soulignons que pour prévenir toutes transmissions virales, si le
statut des donneurs d’ovocytes est inconnu, il convient d’uti-
liser des ovocytes protégés par une zone pellucide intacte, apres
élimination de la totalité des cellules de la corona radiata, et
lavés selon les recommandations de 'IETS.

Utilisation du TE pour la production de
chevreaux indemnes de CAEV issus de
meres infectées

Le but de cette étude était de confirmer in vivo, en station expé-
rimentale, sur un nombre significatif d’opérations de transfert,
réalisées a partir de donneuses a risque sanitaire maximal, c’est-
a-dire hébergeant le CAEV dans leur appareil génital, Peffica-
cité des procédures recommandées par 'l[ETS pour produire des

chevreaux indemnes de CAEV (Ali Al Ahmad et al., 2008a).

Vingt-trois chevreaux, dont 16 ont été suivis jusqu’a la fin de
’étude (4 mois), ont été obtenu par récolte d’embryons, chez
des chevres dont l'utérus était infecté par le CAEV, et trans-
fert de ces embryons sur des chévres indemnes.

Lors de chaque collecte (30/30) ’ARN viral de CAEV a été
identifié¢ par RT-PCR dans les trois premiers bains de lavage des
embryons avant congélation. Par contre, aucun des préleve-
ments (sang, lochies, tissus) réalisés chez les 16 chevres rece-
veuses 10 jours avant, pendant et 10 jours apres la parturition
et chez les 16 chevreaux, euthanasiés a 'Age de 4 mois (sang,
tissus) avant et aprés immunodépression n’a permis d’identifier
par PCR, ’ADN proviral de CAEV. Cette étude, réalisée
dans les conditions de la pratique courante du transfert
embryonnaire, dans un contexte infectieux extréme et avec des
techniques diagnostiques sensibles, associée a un protocole d’im-
munosuppression facilitant la réplication virale si le CAEV était
présent a I’état latent, a montré clairement que le transfert
embryonnaire peut étre un moyen efficace pour produire des
chevreaux indemnes de CAEV provenant de meres a haut

potentiel génétique mais issues de troupeaux trés infectés, ol
’éradication du CAEV se révele trés compliquée, voire impos-

sible.

Ces résultats confirment et renforcent ceux des deux études pré-
cédentes de Wolfetal., (1987) et Cavalcante et al., (1998) qui
n’observent pas chez des chevreaux, issus de transfert embryon-
naire, a partir de donneuses séropositives et/ou exprimant cli-
niquement la maladie, de séroconversion, respectivement 2
quatre et six mois d’Age.

CONCLUSION

Ces différentes études démontrent que, si le risque de trans-
mission du CAEV par les biotechnologies de la reproduction
est patent, des techniques de traitements spécifiques des sper-
matozoides, des ovocytes et des embryons permettent, méme
s'ils ont été prélevés chez des animaux infectés, de les utiliser
avec un risque minime et acceptable.

Ainsi, une fraction spermatique indemne sera obtenue par
centrifugation sur gradient complété par une phase de « swim
up ». Dans le cadre de I'élevage frangais ou les donneurs de
semence sont nécessairement sains, cette procédure est inté-
ressante pour conserver en cryobanques du patrimoine génétique
de races menacées, a partir de semence de boucs issus d’élevages
éventuellement infectés. Un controdle ultérieur de la qualité sani-
taire par échantillonnage pourra étre réalisé sur les paillettes
congelées. La semence infectée peut aussi étre utilisée pour la
FIV d’ovocytes provenant d’animaux infectés ou sains, a condi-
tion que ces ovocytes soient totalement dépourvus des cellules
de la granulosa qui les entourent. En dernier lieu, sans préjuger
du risque d’infection des donneuses d’embryons, la semence infec-
tée peut étre utilisée chez des donneuses saines ou infectées pour
produire des embryons.

En ce qui concerne la voie femelle, 'obtention de chevreaux
indemnes de CAEV a partir, d’embryons prélevés sur des
chevres infectées et transférés chez des receveuses saines est pos-
sible, & condition d’appliquer a ces embryons les procédures sani-
taires définies par 'IETS pour les embryons bovins c’est-a-dire
le transfert d’embryons de bonne qualité, avec une membrane
pellucide intacte et lavés 10 fois.

Soulignons que la répétition des expérimentations est néces-
saire, pour valider les procédures d’utilisation par IA de la
semence de boucs infectés. En revanche, le transfert embryon-
naire caprin est, dés a présent, intégré et intégrable dans un pro-
gramme de prophylaxie sanitaire du CAEV chez la cheévre.
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