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Introduction

Le transfert d’embryons consiste en la production d’embryons provenant d’une femelle
donneuse et a leur implantation chez une femelle receveuse. Aujourd’hui le transfert
d’embryons est un des moyens avec ’insémination artificielle d’améliorer la génétique des
animaux d’¢élevage, notamment chez les bovins. Dans le cas de I’insémination artificielle,
I’amélioration de la génétique du troupeau se faisait essentiellement par le pére et par le choix
de conservation des génisses, le réle de la mere était plus faible. Grace au transfert d’embryons,
il est possible de transmettre plus rapidement et de facon plus efficace les particularités
génétiques de certaines meres (production laitiere, conformation de la mamelle...). Le transfert
d’embryons est principalement utilis€¢ en intra-troupeau pour assurer un renouvellement de
qualité (Gene Diffusion, 2024) mais il peut aussi servir a introduire certaines qualités dans un
troupeau sans avoir besoin de réaliser d’introduction d’animaux.

Place du transfert d’embryon dans le monde :

Dans le monde, le nombre d’embryons produits est en augmentation. Cette
augmentation est surtout liée a I’augmentation de la production d’embryon in vitro comme on
peut le voir sur la Figure 1 (IETS, 2023). L’Europe représente 33 % des embryons produits in
vivo et 3 % des embryons produits in vitro. La France représente 10 % des embryons produits
in vivo et 0.4 % des embryons produits in vitro (AETE, 2023).
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Figure 1 : Nombre d’embryons bovins (produits in vivo [IVD], produits in vitro [IVP], et
total) enregistré sur la période de 2003 a 2022 (IETS, 2023)

Ces embryons sont également échangés a I’international. En 2022, 49 966 embryons
étaient exportés dans le monde. Le risque sanitaire de ces échanges n’étant pas nul, il est
important de les sécuriser. Dans la suite de notre introduction, apres avoir fait un point sur la
technique du transfert d’embryons et sur les différences entre embryons produits in vivo et in
vitro, nous ferons un point sur les organismes qui encadrent la production des embryons ainsi
que leurs échanges.
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Principe du transfert d’embryon :

Le transfert d’embryons est une technique développée entre les années 1960 et 1980
qui a dans un premier temps concerné les humains mais qui s’est rapidement développée chez
les animaux notamment les équidés (1°" transfert en 1972) et plus récemment chez les animaux
de production. Il consiste a produire des embryons issus d’un ovocyte d’une femelle donneuse
avec du sperme d’un male sélectionné et a les implanter dans 1’utérus d’une femelle receveuse.
Il existe 2 techniques pour obtenir des embryons : soit in vive, soit in vitro. Les 2 techniques
sont schématisées dans les Figures 2 et 3. In vivo, les embryons se développent dans les voies
génitales femelles avant d’étre collectés. In vitro, les ovocytes prélevés sur la donneuse sont
fécondés dans des milieux de culture en laboratoire. Avec cette technique, les cellules du
cumulus qui entourent 1‘ovocyte sont retirées.

Fécondation dans les

e voies génitales Implantation d'un embryon
femelles dans une femelle receveuse ,
ls /
/ Superovulation . | ]
Collecte des embryons 1 \\ ::" L
=

Figure 2 : Schéma de la production in vivo d’embryons

Implantation d'un embryon
dans une femelle receveuse

Collecte d'ovocytes en
abattoir ou par ponction

/ Q}/I\' échoguidée

‘. Fécondation in vitro

- —

Maturation in vitro 24
heures et retrait des
cellules du cumulus

Figure 3 : Schéma de la production in vitro d’embryons
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Lorsque I’embryon se développe, il conserve sa zone pellucide qui le protége de la
contamination par des agents pathogenes. Sur la Figure 4, on peut voir que la zone pellucide est
toujours bien présente autour de I’embryon jusqu’a J7 puis I’embryon éclos et sort de sa zone
pellucide.

Figure 4 : Chronologie du développement embryonnaire (J0-J9) (Winterberger et al., 1987)

Les différentes techniques pour la production d’embryons induisent des différences
entre les embryons produits. Les embryons ne présentent alors pas les mémes risques de
contamination par des agents pathogeénes. Les différences entre les 2 types d’embryons et les
risques de contaminations associés sont résumés dans le Tableau 1.
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Embryons produits in vivo

Embryons produits in vitro

Différences pour
produire
I’embryon

Développement dans les voies
génitales femelles

Développement dans des milieux
de culture (exemple : sérum
d’albumine bovine, sérum de veau
feetal)

Retrait des cellules du cumulus

Similitude sur le

Utilisation de sperme potentiellement contaminé

cumulus

risque de
contamination des . .
Contamination primaire du complexe oocyte-cumulus
embryons
. Contamination dans les voies Contamination par les milieux de
Diftérences sur le .- 1a
. génitales de la donneuse culture et lors du prélévement
risque de
contamination de . L .,
, Conservation des cellules du Contamination croisée dans le
I’embryon

laboratoire

Tableau 1 : Différences et similitudes entre les embryons produits in vivo et produits in vitro

(Viana et al., 2020)

Réglementation et agrément :

Les embryons produits in vivo et in vitro peuvent étre source de transmission de
pathogénes afin de minimiser ce risque le transfert d’embryon est réglementé. C’est pourquoi
les établissements ainsi que les praticiens réalisant des transferts d’embryons sont soumis a un
agrément pour garantir les bonnes pratiques. Ces bonnes pratiques concernent les animaux
donneurs ainsi que la production des embryons. Les donneuses d’embryons sont notamment
testées pour étre considérées comme indemnes de maladies. Les embryons doivent étre lavés
10 fois afin d’éliminer les éventuels agents pathogenes présents sur les embryons. Les différents
bains de lavage sont représentés dans la Figure 5. En complément de la trypsine, un antibiotique
peut également étre utilisé.

Figure 5 : Les 10 bains de lavage des embryons recommandés par [’International Embryo
Technology Society (Stringfellow, 1998)
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La collecte, la manipulation et le transport d’embryons sont soumis a la réglementation
d’organismes a la fois internationaux et nationaux. C’est I’Organisation Mondiale de la
Santé animale (OMSA) qui fournit des recommandations dans le code terrestre (OMSA -
Organisation mondiale de la sant¢ animale, 2023) sur les maladies et sur les contraintes
réglementaires que doivent suivre les établissements de collecte d’embryons. L’OMSA délegue
son réle de police administrative a des groupes nationaux. L’établissement ainsi que le praticien
doivent étre habilités par une autorité compétente qui dépend du pays d’exercice. L’équipe
travaillant au sein de 1’établissement de collecte se doit de suivre des procédures spécifiques, et
de travailler dans des locaux agréés présentant les équipements nécessaires pour assurer la
collecte des embryons, leur traitement et leur manipulation ainsi que leur stockage. L’équipe
doit étre supervisée par un vétérinaire qui sera en charge des examens cliniques des animaux
prélevés et du respect des conditions sanitaires.

I1 existe différents groupes a I’échelle nationale et internationale qui sont en charge
du respect de ces bonnes pratiques. En Europe, il s’agit de I’ Association of Embryo Technology
in Europe (AETE), aux Etats-Unis I’American Embryo Transfer Association (AETA) et au
Canada le Canadian Embryo Transfer Association (CETA). L’AETE est un groupe permettant
I’échange d’informations sur le transfert d’embryons au sein de 1’Union Européenne.
Cependant, chaque état membre est responsable individuellement de la délivrance de
I’agrément ainsi que du respect des conditions décrites dans le réglement (UE) 2016/429
(AETE, 2024). En revanche, ’AETA et le CETA sont a la fois des groupes de recherche
concernant le transfert d’embryons mais sont également responsables de la délivrance des
agréments aupres des professionnels vétérinaires.

En France, les praticiens et les centres de transfert sont soumis a 1’agrément fourni par
la Direction Départementale de la Protection des Populations (DDPP) du département
d’exercice. C’est donc la DDPP qui assure le bon fonctionnement et le respect la loi. L’agrément
des établissements est maintenu grace a des prélévements tous les ans envoyés au Laboratoire
National du Contrdle des Reproducteurs.

Aux Etats-Unis, les établissements sont contrdlés par 1’United State Department of
Agriculture (USDA) et les professionnels par ’AETA (USDA délégue ce role a ’AETA).
L’AETA cherche a maintenir un niveau d’excellence pour son agrément. C’est pourquoi ce
groupe organise un examen rigoureux et exige une formation continue de leurs adhérents
(formation payante) (AETA, 2024).

Le Canada partage les mémes pratiques que les Etats-Unis : c’est le CETA qui donne
I’agrément aux professionnels et le ministére de 1’agriculture et de I’agroalimentaire qui certifie
les centres de transfert d’embryons (CETA, 2024).

Tous ces organismes suivent les recommandations de I’International Embryo
Technology Society (IETS) qui a été fondée en 1974 a Denver au Colorado (Etats-Unis).
L’IETS est congue comme un forum dont le but est de permettre aux professionnels travaillant
sur les technologies de I’embryon d’échanger avec des personnes de leur domaine d’expertise
et de garantir de bonnes pratiques a 1’échelle internationale. Pour cela, elle encourage la
recherche, I'¢éducation, I’échange d’informations, le maintien de normes éthiques €levées et la
coopération avec des organisations ayant des objectifs similaires (IETS,2024a) (IETS, 2024b).
L’IETS dispose d’un sous-comité, le Health And Safety Advisory Committee (HASAC),
spécialis¢ dans les biotechnologies de la reproduction, la santé animale et la sécurité
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alimentaire. Il répond aux questions et demandes de conseils de la part des membres de I'IETS
dans ce domaine.

Catégorisation des agents pathogénes :

L’IETS est a I’origine d’une recommandation de la classification des agents pathogeénes
selon 4 catégories (OMSA - Organisation mondiale de la santé animale, 2023) pour le transfert
d’embryons produits in vivo (liste des maladies en Annexe 1). Ces recommandations sont
essentielles pour éviter la diffusion et I’introduction d’agents pathogénes au sein des élevages
ou des pays. Les pathogenes ont été classés selon les risques de transmission par les embryons
en 4 catégories. Le risque de transmission lié a un agent pathogéne dépend de ses
caractéristiques biologiques, de la probabilité de transmission de I’agent ainsi que de la gravité
liée aux conséquences de son introduction. Les différentes catégories sont :

- Catégorie 1 : maladies dont les preuves réunies sont suffisantes pour affirmer que le
risque de transmission est négligeable. Exemple : Brucella abortus

- Catégorie 2 : maladies dont des preuves substantielles ont ¢té réunies, indiquant que le
risque de transmission est négligeable, a condition que les embryons soient manipulés
correctement entre la collecte et la transplantation. Exemple : Fiévre catarrhale ovine

- Catégorie 3 : maladies dont les résultats préliminaires indiquent que le risque de
transmission est négligeable, a condition que les embryons soient correctement
manipulés entre la collecte et la transplantation, mais pour lesquels ces constatations
préliminaires doivent é&tre corroborées par des données expérimentales
complémentaires in vitro et in vivo. Exemple : Fiévre aphteuse

- Catégorie 4 : aucune conclusion ne peut encore €tre tirée quant au niveau de risque de
transmission, ou le risque de transmission par transfert d’embryons pourrait ne pas étre
négligeable, méme si les embryons sont correctement manipulés entre la collecte et la
transplantation. Exemple : Fievre Q

Cependant, dans un but de simplification et de clarification, I’'IETS a décidé de changer
cette catégorisation de 4 catégories a 3 catégories et de 1’étendre aux embryons produits in
vitro. UIETS a missionné¢ I’HASAC pour ce changement de catégories. Ces nouvelles
catégories sont :

- Catégorie 1 : risque de transmission négligeable.

- Catégorie 2 : risque de transmission inconnu (nécessité de réaliser des recherches
supplémentaires).

- Catégorie 3 : risque non négligeable méme si ’embryon est manipulé dans de bonnes
conditions.
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Obijectifs de I’étude :

C’est dans ce contexte que notre étude se situe, dans le but de contribuer a la re-
catégorisation des pathogeénes (principalement placer les agents dans les catégories soit 1 avec
risque négligeable de transmission ou 3 avec risque) et face aux nombreux pathogeénes a étudier,
nous avons opté pour une stratégie visant a identifier les agents pathogenes les plus a risque.
Nous avons structuré notre travail en 2 parties :

Partie 1 : Hiérarchisation des pathogeénes majeurs d’intérét pour les échanges internationaux
en utilisant un travail d’enquéte internationale a destination de professionnels du transfert
d’embryons.

Partie 2 : Essai de re-catégorisation de 6 agents pathogénes ressortis de la partie 1 de I’étude
selon la bibliographie.
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Partie 1: Hiérarchisation des dangers pour les
échanges internationaux d’embryon via une enquéte
internationale

Dans cette partie, nous présenterons 1’enquéte réalisée avec les modalités d’envois aux
professionnels et les résultats obtenus.

1. Matériels et méthodes

1.1. Conception de I’enquéte

L’enquéte a été congue sous 2 formats. Le premier est un document Google Form, et le
second un document Word qui a également été envoy¢ sous format PDF. Le document Word a
été créé car certains des interrogés ne pouvaient pas ouvrir le lien Google Form en raison de
politique de sécurité de leurs ordinateurs (Annexe 2).

Afin de présenter notre enquéte, nous avons réalisé¢ une courte introduction en anglais
qui explique clairement les objectifs de 1’étude et présente ’HASAC et ses missions ainsi que
sur la nouvelle catégorisation prévue par I'IETS.

L’enquéte se découpe en 2 parties, une partie concernant le répondant et une partie qui
se concentre sur les agents pathogenes que nous souhaitions étudier.

1.1.1. Le répondant

Comme il est possible de le voir dans 1’annexe 2, la premicre partie de I’enquéte se
concentre sur le répondant :

- Son identité avec la possibilité de rester anonyme, les résultats de 1’enquéte pouvant
servir a une publication lors de conférence de I'ETS ou de ’THASAC

- Son pays d’exercice

- Les pays avec lesquels il travaille

- La nature de son travail

- Les types d’embryons avec lesquels il travaille

- Les espéces avec lesquelles il travaille

Ces différentes questions vont nous servir a interpréter correctement nos résultats et nous
permettre de déterminer si nos résultats sont représentatifs.
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1.1.2. Les agents pathogenes éetudiés

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés aux agents pathogénes. Nous
avons demandé aux interrogés quels étaient pour eux les agents pathogenes les plus a risque
pour le transfert d’embryons et pour le sperme. Les objectifs nationaux vont également jouer
dans ’appréciation de ce risque. En effet, le souhait d’éradiquer une maladie d’un territoire
augmente la volonté de ne pas introduire 1’agent pathogéne et donc accroit le risque associ€.
Comme visible en annexe 2, cette partie regroupe plusieurs questions :

- Une premicre question concernait les agents pathogeénes restreignant les échanges
d’embryons. Parmi une liste de maladies, les interrogés devaient indiquer lesquelles
présentaient des restrictions aux échanges d’embryons produits in vivo ou in vitro. Cette
liste d’agents pathogeénes (Annexe 3) comprend des agents qui étaient courants ou
représentaient un enjeu particulier pour le transfert d’embryons.

- En lien avec cette question, les interrogés devaient indiquer 5 agents pathogénes qu’ils
considéraient comme les plus a risque pour le transfert d’embryons produits in vivo
et in vitro.

- Une autre question concernait les agents a risque vis a vis du sperme.

- Une derniére question était destinée spécifiquement aux interrogés travaillant en lien
avec le gouvernement pour connaitre les 5 agents pathogeénes a catégoriser en priorité
selon eux.

1.2. Méthodes d’envoi

L’enquéte a été envoyée sous 3 formats différents, un lien Google Form, un document
Word et un PDF, les documents Word et PDF étant identiques.

1.2.1. Envoi par mail : liste

Nous avons décidé d’envoyer cette enquéte par mail a un réseau de scientifiques
connus du Pr. Lamia Briand avec des relances. Cette liste contenait une dizaine de scientifiques
travaillant en France, Australie, Afrique du Sud, Inde, et au Royaume-Uni, Brésil, Japon, Etats-
Unis et Canada. Le premier mail a été¢ envoyé¢ le 10 octobre 2023.

1.2.2. Partage depuis la liste initiale

En plus de répondre a I’enquéte, nous avions initialement demand¢ aux scientifiques de
la partager a leurs éventuels contacts dans leur pays ou dans d’autres pays afin d’augmenter au
maximum le nombre de réponses et ainsi avoir des résultats les plus interprétables et
représentatifs possibles.
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Nous avons également recu 1’aide de Fabienne Ruaux de Synetics, une entreprise
européenne travaillant sur la génétique des bovins et des chévres. Elle a accepté de partager
notre enquéte aupres de ses contacts dans le domaine du transfert d’embryons.

Les dates d’envois de I’enquéte ainsi que les différentes relances sont résumées dans la
Figure 6.

I réponse 19 réponses 2 réponses I reponse

| | [ T

ENVOI LIEN PRISE DE CONTACT :
GOOGLE FORM ET FABIENNE RUAUX IERE RELANCE 2EME RELANCE
WORD ET PDF (SYNETICS)

DERNIERE
RELANCE

9 Septembre 23 Octobre 29 Octobre 8 Janvier 9 fevrier

anzs 2023 2023 2024 2024

Figure 6 : Frise chronologique de [’envoi et des relances de [’enquéte

2. Analvses des résultats

Nous avons obtenu au total 23 réponses a notre enquéte (n = 23) et certains répondants
n’ont pas répondu a toutes les questions.

2.1. Données sur les répondants

Vingt-trois personnes ont répondu a notre questionnaire. Plus de 57.1% des interrogés
ont préféré rester anonymes. Nous ne présenterons donc pas I’identité des répondants mais
seulement les informations générales les concernant a savoir leur nationalité, leur travail et les
especes avec lesquelles ils travaillent.

2.1.1. Nationalité des répondants

Les 23 répondants ont indiqué leur pays d’exercice, ce qui nous a permis de réaliser le
graphique ci-dessous (Figure 7).

-24-



15

13

Nombre de réponses

Pays
Figure 7: Nombre de réponses par pays (n=23)

Nous observons que 56.5% des réponses proviennent des Etats-Unis. Il y a donc une
surreprésentation des Etats-Unis dans notre étude. De plus, sur les réponses restantes 6
proviennent d’Europe (Finlande, Royaume-Uni, France et Roumanie) et seulement 4 réponses
des régions hors Europe (Australie, Japon et Afrique du Sud). Ainsi, on peut s’attendre a ce
que les maladies ressortant de notre étude soient principalement représentatives de la 1égislation
occidentale et plus particulierement celle des Etats-Unis. Nous n’avons malheureusement eu
aucune réponse d’Amérique du Sud et seulement une d’Asie et une d’Afrique du Sud.

Sur les 22 interrogés ayant répondu a la question sur les pays avec lesquels ils
interagissaient, 54.5% d’entre eux travaillent a ’international (Figure 8). Parmi eux, 8%
travaillent explicitement avec des pays africains, 17% avec des pays d’ Amérique du Sud et 26%
avec des pays d’Asie. Ainsi, on peut espérer que les résultats soient tout de méme en partie
représentatifs de la situation internationale. On retrouve la méme proportion en étudiant
uniquement les répondants provenant des Etats-Unis avec 57.1% d’entre eux qui interagissent
avec d’autres pays. Ainsi, malgré la surreprésentation des Etats-Unis pour ce parametre il n’y a
pas d’influence sur le résultat final.
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Aucun

International

Figure 8 : Pourcentage d’interrogés travaillant avec d’autres pays que leur pays d’exercice

(n=22)

2.1.2. Travail des répondants

La totalité des interrogés ont répondu concernant leur type de travail. Les informations

obtenues sont représentées a la Figure 9.

Nombre de réponses

15

Praticien Technicien Travaillant pour Chercheur Vétérinaire Professeur Epidémiologiste
travaillant sur le travaillant en d'université consultant
les embryons  gouvernement laboratoire

Travail

Figure 9 : Type de pratiques des répondants (n=23)
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Nous constatons que 65% des interrogés sont des praticiens. Cette tendance vient
surtout des répondants travaillant aux Etats-Unis. En effet, 85% d’entre eux sont des praticiens
et seulement 37% des répondant hors Etats-Unis le sont. Les réponses sont donc tres influencées
par les répondants des Etats-Unis.

Sur les 21 personnes ayant répondu concernant le type d’embryon étudié (figure 10)
63.6% indiquent travailler sur des embryons aussi bien produits in vitro que in vivo. Les
répondants qui ne travaillent que sur un seul type d’embryons sont tous originaires des Etats-
Unis.

Travaille majoritairement in vivo
23,8%

Travaille majoritairement in vitro
9,5%

Travaille sur les deux
66,7%

Figure 10 : Types d’embryons étudiés par les interrogés (n=21)

Ainsi, la majorité des répondants est apte a répondre a des questions aussi bien sur des
maladies affectant les embryons produits in vivo que in vitro.
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2.1.3. Especes etudiees par les repondants

L’ensemble des interrogés a indiqué les especes avec lesquelles ils travaillent (Figure

11).
25
20
b 15
w
| =
o
o
by 10
o
o
£
S 5
= 1
0
Bovin Qvin Caprin Porcin Equin Animaux
sauvage
(rhinoceros,
antilope des
sables ..)

Especes étudiées
Figure 11 : Especes étudiées par les répondants (n=23)

Ils travaillent tous avec des bovins, 56 % travaillent sur les ovins, 52 % sur les caprins,
26 % sur les porcins et 21 % sur les équins. Un seul d’entre eux travaille avec des especes
sauvages (Afrique du Sud). On retrouve approximativement le méme pourcentage de réponses
pour les répondants originaires des Etats-Unis méme s’ils travaillent moins avec les équins et
les porcins (14%). On peut s’attendre a un biais dans les réponses avec une sous-représentation
des maladies touchant les porcins et les équins.

2.2. Données sur les maladies

2.2.1. Maladies restreignant les echanges d’embryons produits in vivo et in vitro

Concernant les maladies restreignant les échanges pour le transfert d’embryons produits
in vivo, nous avons compilé les résultats obtenus sur la Figure 12. La liste totale des maladies
avec le nombre de réponses associées se trouve en Annexe 4. La totalité des interrogés ont
répondu a cette question.
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Virus de la diarrhée viral bovine
Mycobacterium bovis

Fiévre aphteuse

Stomatite vesiculeuse
Mycoplasme

Tritrichomonas

Mycobacterium paratuberculosis
Anaplasmose bevine

Tremblante du mouton

Epididymite ovine (Brucella ovis)

Figvre de la vallée du Rift

Peste bovine

Escherichia coli

Tremblante atypique

Peste porcine africaine
Chlamydophila psittaci

Maladie vésiculeuse du porc

Maladie d'Aino

Herpesvirus bovin type 4
Ureaplasma

Pleuropneumonie contagieuse c...
Virus du syndrome reproducteur..
Rhinopneumonie equine

Virus de la fievre éphémére bovine
Maladie hémorragique enzootiqu..

Haemophilus somnus

Enterovirus

Parvovirus

Artérite virale équine

Peste equine

Maladies

w‘"m“"'“““\““mmmm m

20

o
o
2
a

Nombre de réponses

Figure 12: Maladies restreignant les échanges d’embryons produits in vivo (n=23). N ‘est
indiquée qu’'une maladie sur deux (liste complete en annexe 4)

Ce graphique (Figure 12) et le tableau associé (Annexe 4) répondent a notre volonté de
hiérarchisation des maladies afin de prioriser la recherche sur ces maladies. Les 10 premicres
maladies qui en ressortent seront présentées dans le tableau 2.

Concernant les maladies restrictives pour le transfert d’embryons produits in vitro, les
résultats obtenus sont compilés dans la Figure 13. La liste exacte des maladies avec le nombre
de réponses associées se trouve en Annexe 5. La totalité des interrogés ont répondu a cette
question.
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Mycobacterium bovis
Brucella abortus
Fiévre aphteuse

Mycoplasme

Anaplasmose bovine

Stomatite vesiculeuse
Leptospira borgpetersenii

Figvre de la vallée du Rift
Tremblante du mouton

Maladie de Schmallenberg
Pleuropneumonie contagieuse...
Peste bovine

Border disease

Tremblante atypique
Pleuropneumonie contagieuse...
Chlamydophila abortus

Clavelee

Neospora caninum
Parainfluenza-3 virus
Adénomatose pulmonaire ovine
Maladie vésiculeuse du porc
Leptosira hardjo-bovis

Maladies

Cowdriose (Ehrlichia ruminanti...
Virus de l'immunodéficience bo... |
Enterovirus |

Maladie d'Aujesky |

Metrite contagieuse equine |
Artérite virale équine |

Peste équine |

o
3]
o

Nombre de réeponses

Figure 13 : Maladies les plus restrictives pour le transfert d’embryons produits in vitro. N est
indiquée qu’'une maladie sur deux (liste complete en annexe 5) (n=23)

De méme que précédemment les 10 premieres maladies ressortant de I’enquéte sont
présentées dans le tableau 2.

Nombre de Nombre de
réponses pour | réponses pour
Maladies les embryons | les embryons
produits in produits in
Vivo Vitro
Diarrhée virale bovine 18 13
Fievre Catarrhale ovine 17 13
Tuberculose 13 12
Rhinotrachéite infectieuse 10 11
bovine (BHV-1)
Brucellose a Brucella 9 10
abortus
Leucose enzootique bovine 11 10
Fievre aphteuse 11 9
Stomatite vésiculeuse 10 0
Paratuberculose 0 9
Mycoplasmose 9 8
Fievre Q 9 0
Campylobacteriose a
Campylobacter fetus subsp 0 7
veneralis

Tableau 2 : Récapitulatif des 10 premieres maladies restreignant les échanges d’embryons
selon l’enquéte (in vivo et in vitro)
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2.2.2. Maladies a risque pour le transfert d embryons produits in vivo et in vitro

Concernant I’avis des interrogés sur ces maladies a risque pour les embryons produits
in vivo, 19 personnes ont répondu, ce qui a permis de réaliser le graphique ci-dessous (Figure
14).

20

Nombre de répaonses

Maladies

Figure 14: Maladies les plus a risque concernant les embryons produits in vivo (n=19)

Ce graphique révele que les interrogés ne priorisent pas les maladies a étudier tout a fait
de la méme maniere que dans la question précédente (Figure 12 et Annexe 4). Les principales
maladies qui ressortent de ce graphique sont présentées dans le tableau 3 (§2.3. Bilan de
I’enquéte, page 30).
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Pour les embryons produits in vitro, nous avons procédé de la méme manicre et les
résultats sont présentés en Figure 15.

Nombre de réponses

Maladies

Figure 15: Maladies les plus a risque concernant les embryons produits in vitro (n=19)

Comme précédemment, les maladies les plus a risque pour les interrogés ne sont pas
priorisées tout a fait de la méme maniére que dans la liste des maladies les plus restrictives pour
le transfert d’embryons (Annexe 5 et Figure 13). Les principales maladies qui ressortent de ce
graphique sont présentées dans le tableau 3 (§2.3. Bilan de I’enquéte, page 30).
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2.2.3. Maladies a risque pour [’exportation de sperme

Treize personnes ont répondu a la question concernant les maladies a risque pour le
sperme. Les résultats sont synthétisés dans la figure 16. Les maladies les plus a risque sont
présentées dans le tableau 3 (§2.3. Bilan de I’enquéte, page 30).

8

Nombre de réponses

Maladies

Figure 16: Maladies les plus a risque pour les exportations de sperme (n=13)

2.2.4 Agents pathogenes a categoriser en priorite selon les réepondants

travaillant avec le gouvernement
Huit personnes ont répondu a cette question, soit moins de 50 % des répondants ce qui
est relativement peu. Les résultats sont indiqués dans la Figure 17.

Nombre de réponses

Maladies

Figure 17: Maladies les plus a risque pour les répondants travaillant pour le gouvernement

(n=8)

Les maladies principales ressortant de ce graphique sont présentées dans le tableau 3
(§2.3. Bilan de I’enquéte, page 30).
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3. Bilan de ’enquéte

Les répondants sont principalement des praticiens qui travaillent a la fois sur
des embryons in vitro et in vivo. lls travaillent majoritairement aux Etats-Unis mais plus
de la moitié d’entre eux travaillent avec d’autres pays. L’espece la plus étudiée par les
répondants est le bovin.

Les tableaux obtenus en Annexes 4 et S permettent de répondre a nos questions
concernant la priorisation de I’ensemble des maladies auxquelles nous nous sommes
intéressés. Notre enquéte nous a également permis d’obtenir I’avis plus précis des

interrogés sur ces maladies et de savoir lesquelles étaient les plus a risque (Tableau 3).

Embryons Embryons Sperme Avis
produits in vivo | produits in vitro P gouvernement
Fiévre
catarrhale ovine
Fiévre . ..
. Diarrhée virale . .
catarrhale ovine . Fiévre Fiévre
bovine .
catarrhale catarrhale ovine
Diarrhée virale Mvcoplasmoses ovine
bovine yeop Diarrhée virale
. Diarrhée virale bovine
. Maladie de .
Herpersviroses bovine
. Schmallenberg .
bovines Herpersvirose
. . Leptospirose bovine
Maladies Leptospirose prosp
Tuberculose
Maladie Tremblante
Leucose , .
Mycoplasmoses . hémorragique
enzootique .
. enzootique Paratuberculose
bovine
Leucose
enzootique Leucose bovine | Fiévre aphteuse
. Paratuberculose
bovine
Schmallenberg Brucellose
Tuberculoses
Paratuberculose
Herpersviroses
bovines

sont :

Tableau 3 : Maladies d’intérét selon les répondants

- La fiévre catarrhale ovine (FCO)
- La diarrhée virale bovine (BVD)

Pour étudier certaines maladies de facon plus précise nous avons décidé de
choisir celles qui étaient communes aux différentes colonnes du tableau 3. Ainsi, les
maladies qui vont nous intéresser plus particuliécrement pour le reste de notre étude

- Les herpesviroses

- Les mycoplasmoses

- Laleucose enzootique bovine
- La leptospirose
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Partie 2: Essai de catégorisation des principaux
pathogenes retenus via des ressources
bibliographiques

1. Matériels et méthodes

Dans cette partie nous allons présenter nos méthodes de recherche afin de catégoriser
les maladies. Pour rappel, les différentes catégories sont les suivantes :

- Catégorie 1 : risque de transmission négligeable.

- Catégorie 2 : risque de transmission inconnu (nécessité¢ de réaliser des recherches
supplémentaires).

- Catégorie 3 : risque non négligeable méme si I’embryon est manipulé dans de bonnes
conditions.

Pour chaque maladie étudiée une fiche sera réalisée selon un modele fourni par I'lETS
(Annexe 6) afin de réaliser une catégorisation la plus précise possible. La partie « Résultats »
comprend les fiches récapitulatives de nos recherches et de notre décision de classification. Les
fiches détaillées seront présentées en Annexe.

1.1 Présentation des maladies sélectionnées

L’enquéte internationale nous a permis de sélectionner 6 maladies a étudier afin de les
re-catégoriser pour les embryons produits in vivo et in vitro :

1. La fiévre catarrhale ovine

2. La diarrhée virale bovine

3. Les herpesviroses ; la rhinotrachéite bovine ayant déja été étudiée par les
chercheurs de I’[ETS, nous ne nous concentrerons que sur I’herpesvirus bovin de
type 4 (BHV-4)

4. Les mycoplasmoses ; dans ce cas nous avons décidé de nous concentrer sur
Mycoplasma bovis.

5. Laleucose enzootique bovine

6. La leptospirose; en raison des différences entre les différents serovar
(pathogénicité, biologie ...) nous nous sommes principalement concentrés sur le
serovar Hardjo.
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1.2. Présentation du mode¢le de fiche fourni par I’IETS

Nous avons utilisé¢ un modele de fiche fourni par 'IETS pour analyser chacune de nos
maladies. Ce mod¢le est disponible en Annexe 6.
Ce modgele se découpe en 4 parties :

1.
2.

Des généralités sur I’agent pathogéne

Des données techniques plus précises qui nous permettent d’aborder des aspects
concernant la reproduction et le transfert d’embryons

La conclusion sur le risque de transmission et de contamination par 1’agent
pathogene

Les recommandations choisies pour les embryons produits in vitro et in vivo.

Dans les différentes parties de ce modele de fiche, des données étaient demandées afin
de permettre une classification objective en ayant le plus possible d’éléments a notre
disposition. Elles sont indiquées en gras dans I’annexe.

Des modifications de présentation des fiches ont parfois été apportées. On peut par

exemple citer la suppression de la partie « 2.1. L'agent pathogéne » dans toutes les fiches a
I’exception des fiches du BHV-4 et de la FCO, ou le déplacement des informations demandées
dans la partie « 3. Conclusions » dans une autre partie « 2.5. Risque potentiel de ’agent
pathogene pour I’embryon et méthode de réduction » afin d’avoir une conclusion qui reprend
vraiment les éléments déja abordés sans ajouter de nouvelles données.

Grace aux informations rassemblées dans ces fiches, nous serons capables d’évaluer le
risque et donc de catégoriser I’agent pathogene. Pour cela, nous utiliserons la méthode présentée
dans la Figure 18.
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Figure 18 : Méthode d’évaluation du risque de transmission

1.3. Recherches bibliographiques

Pour notre recherche bibliographique sur nos différentes maladies, nous avons suivi les
recommandations de ’[ETS et plus particulierement de ’"HASAC (IETS, 2024b). Ce document
conseille 1'utilisation de PubMed ou de Web of Science. Dans le cadre de notre étude nous
avons principalement utilis¢ PubMed. Nous avons également vérifié sur Web of Science si le
nombre de références pour un méme mot clé était similaire que sur PubMed. Cette vérification
sur Web of Science avait pour but de nous assurer que nous n’étions pas passé¢ a coté de
références intéressantes.
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Pour compléter les premiéres parties de la fiche (généralités, caractéristiques de I’agent
pathogene...), nous avons cherché des articles de synthése sur I’agent pathogéne. Pour cela,
nous avons utilis¢ comme mot clé uniquement le nom de 1’agent. Le mot clé étant imprécis,
notre recherche générait un grand nombre de références. Nous avons donc fait le choix de
n’étudier que les 20 premiéres références qui ressortaient en privilégiant les sources les plus
récentes.

Pour le reste de la fiche, nous avons utilisé des mots clés plus spécifiques. Dans les
références que nous avons étudiées, les articles sans résumé ou ne comportant pas d’information
utile sur notre sujet étaient écartés. Lorsque 1’article n’était pas disponible sur PubMed, nous le
cherchions sur Google Scholar ou sur d’autres bases de données (Science Direct ...). Lorsque
I’article complet n’était pas disponible, il était écarté. Cette méthode a été utilisée pour la plupart
des maladies étudiées. Si, suite a cette recherche initiale des données manquaient pour remplir
la fiche, une seconde recherche plus spécifique était réalisée.

Le tableau 4 résume les mots-clés ainsi que les ressources utilisées dans le cadre de notre
recherche bibliographique. A I’exception de la fievre catarrhale ovine et de la diarrhée virale
bovine, les recherches ont été réalisées selon la méthode présentée plus haut.

Dans le cas de la fiévre catarrhale ovine, nous avons repris les travaux de recherches
réalisés par les chercheurs du sous-comité de recherche de I'IETS et nous leur sommes
reconnaissants du partage de leurs données. Leur travail étant trés complet nous n’avons pas
fait de recherches supplémentaires.

Dans le cas de la diarrhée virale, nous avons utilisé une recherche bibliographique
conduite en 2022 par des étudiants de I’école d’Oniris VetAgroBio Nantes dans le cadre du
cours de Reproduction. Nous avons réalisé une recherche bibliographique complémentaire a ce
travail mais aucun article nouveau ou supplémentaire n’est ressorti.
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Moteur de Ressources
Maladie Mots-clés utilisés recherche supplémentaires
utilisé utilisées
Travaux de
Fievre recherches réalisés
. Aucun Aucun
catarrhale ovine par des chercheurs
de PHASAC
Bovine viral diarrhea Travaux de
Diarrhée virale Bovine viral diarrhea pathogenesis recherches réalisés
. Bovine viral diarrhea embryo PubMed par des étudiants de
bovine yr R
transfert I’école d’Oniris
VetAgroBio Nantes
BHV-4
BHV-4 transmission
BHV-4 embryo
Herpesvirose BHV-4 embryo in vivo
bovine type 4 BHV-4 embryo in vitro PubMed Aucun
BHV-4 embryo transfert
BHV-4 trypsine embryo
Ouvrage sur les
Mycoplasma bovis principales maladies
Mycoplasma bovis transmission du bétail de la
Mycoplasmose . q1 1y
\ Mycoplasma bovis embryo bibliotheque
a Mycoplasma . PubMed L ..
bovis Mycoplasma bovis embryo universitaire de Oniris
transfert - Site de la Chanterie
sur les (Lefévre et al.,
2003a)
Ouvrage sur les
principales maladies
du bétail (Lefévre et
. . al., 2003b)
Bovine leucosis
. .. . Cours du Docteur
Leucose Bovine leucosis incubation .
. . . .. Ruvoen d’Oniris sur
enzootique Bovine leucosis transmission PubMed .
. . . les maladies
bovine Bovine leucosis embryo . .
réglementées (Ruvoen
etal., 2023)
Fiche de ’OMSA sur
la leucose (OMSA,
2023b)
Leptospirosis Hardjo O UVIAge sut les.
o . principales maladies
Leptospirosis Hardjo embryo o .
. X s . . . du bétail (Lefévre et
Leptospirose a Leptospirosis Hardjo embryo in al.. 2003c)
Leptospira vivo PubMed ?
serovar Hardjo Leptospirosis Hardjo embryo in Cours du Do'cjceur
. Moreau d’Oniris sur
vitro les spirocheétes
Leptospirosis Hardjo transmission (Moreau, 2023).

Tableau 4 : Mots clés et ressources utilisées pour la recherche bibliographique
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2. Résultats

Dans cette partie, nous présenterons les résultats de notre recherche bibliographique de
manicre synthétique en indiquant le nombre de ressources trouvées, le nombre de ressources
que nous avons utilisées pour remplir la fiche et le nombre de ressources qui abordent I’appareil
reproducteur ou le transfert d’embryons. Nous proposerons €galement la catégorisation que
nous recommandons en la justifiant a partir de nos recherches.
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2.1. La fiévre catarrhale ovine

Une fiche récapitulant les données compilées sur la fievre catarrhale est disponible en
annexe 7. La fiévre catarrhale ovine était listée comme une catégorie 2 (preuve d’un risque
transmission négligeable) selon ’ancienne catégorisation de 'IETS.

2.1.1. Sources utilisées

Ici, nous présentons les résultats du travail bibliographique des membres du sous-comité
de recherche de I’IETS. Pour la réalisation de cette fiche :

e 41 sources ont ¢té utilisées
e Dont 26 sources concernant plus particulicrement 1’effet de la fiévre catarrhale ovine
(FCO) sur I’appareil reproducteur ou portant sur le transfert d’embryons

2.1.2. Recommandations pour les embryons produits in vivo

Le virus de la FCO présente des différences en fonction du sérotype. En effet, la plupart
des sérotypes ont des propriétés similaires a 1’exception du BTV-8 qui présente des propriétés
particulieres. Pour I’ensemble des souches, I’utilisation de sperme provenant de taureaux
contaminés est a risque de transmission (Melville, 1994 ; Vanbinst, 2010 ; Clercq, et al., 2021).

Chez le bovin a I’exception du BTV-8, la bibliographie indique que méme si le virus est
capable d’adhérer a I’embryon, les lavages permettent d’éliminer le virus (Gillespie, 1990 ;
Acree, 1991 ; Bowen, 1983a ; Bowen, 1983b). Le risque de contamination est donc négligeable
dans ce cas.

Chez les bovins (a I'exception du BTV-8), comme proposé par des membres ’HASAC,
nous avons décidé de catégoriser la FCO en catégorie 1 - Risque négligeable - les maladies ou
agents pathogenes sont ceux pour lesquels le risque de transmission a €té évalu¢ et pour lesquels
il n'y a pas de preuve de transmission, lorsque les procédures de manipulation sont respectées.

Le BTV-8 en revanche adhere a I’embryon et n’est pas éliminé par les lavages ou la
trypsine méme en utilisant les recommandations de ’IETS. De plus, il a été montré que le
transfert d’un embryon contaminé provoque une virémie chez la receveuse (Vandaele, 2011).
Ce sérotype est donc a risque de transmission.

Dans le cas du BTV-8, nous avons décidé¢ de catégoriser la FCO en catégorie 3 - Risque
non négligeable - les maladies ou agents pathogeénes sont ceux pour lesquels le risque de
transmission a été évalué et pour lesquels il existe des preuves de transmission.

Chez les ovins, bien que certaines études montrent que des embryons correctement lavés
ne provoque pas la séroconversion des receveuses (Hare, 1988 ; Singh, 1997 ; Venter, 2011),
d’autres montrent que si le lavage n’est pas correct une séroconversion de la receveuse est
possible (Gilbert, 1987) et que les lavages et 1’utilisation de trypsine ne suppriment pas I’agent
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pathogéne (Singh et al., 1997 ; Venter, 2011). A I’heure actuelle, il n’y a pas de consensus sur
la question et des recherches complémentaires sont donc nécessaires.

Chez les ovins, nous avons décidé de catégoriser la FCO en catégorie 2 - Risque
inconnu - la probabilité de pénétration et/ou d'exposition est inconnue (travaux publiés a I’heure
actuelle en nombre insuffisant).

2.1.3. Recommandations pour les embryons produits in vitro

Chez les bovins, aucune mention spécifique n'a été trouvée dans les 18 articles examinés
traitant de cette espéce.

Donc, chez les bovins (a lI'exception du BTV-8), nous avons décidé de catégoriser la
FCO en catégorie 2 - Risque inconnu - la probabilité de pénétration et/ou d'exposition est
inconnue (travaux publiés a I’heure actuelle en nombre insuffisant).

Dans le cas du BTV-8 chez les bovins, aucune mention spécifique n'a été trouvée dans
les 5 articles examings traitant de ce sérotype.

Donc dans le cas du BTV-8 chez les bovins, nous avons décid¢ de catégoriser la FCO
en catégorie 2 - Risque inconnu - la probabilité de pénétration et/ou d'exposition est inconnue
(travaux publiés a I’heure actuelle en nombre insuffisant).

Chez les ovins, aucune mention spécifique n'a été trouvée dans les 7 articles examinés
traitant de cette espéce.

Dans cette espece, nous avons décidé de catégoriser la FCO en catégorie 2 - Risque
inconnu - la probabilité de pénétration et/ou d'exposition est inconnue (travaux publiés a I’heure
actuelle en nombre insuffisant).
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2.2. Le virus de la diarrhée virale bovine

Une fiche récapitulant les données compilées sur le virus de la diarrhée virale bovine
(BVD) est disponible en annexe 8. La BVD ¢était listée comme une maladie de catégorie 3 selon
I’ancienne catégorisation de 'ETS (une étude préliminaire indique un risque transmission
négligeable si les embryons sont correctement manipulés).

2.2.1. Sources utilisées

Le travail bibliographique des étudiants vétérinaires étant trés complet, la recherche
Pubmed n’a pas permis de trouver des références supplémentaires. Pour la rédaction de la fiche :

e 50 sources ont ¢té utilisées
e Dont 30 sources concernant plus particulicrement ’effet de la BVD sur I’appareil
reproducteur ou portant sur le transfert d’embryons

2.2.2. Recommandations pour les embryons produits in vivo

Selon la bibliographie, le BVD se retrouve dans 1’environnement utérin des animaux
contaminés et des embryons viables peuvent étre obtenus malgré sa présence (Bielanski, 1993 ;
Brownlie, 1997 ; Fray, 1998 ; Daniel, 1998 ; Bielanski, 1998a; Daniel Givens, 2013 ;
Oguejiofor, 2019). Les embryons ainsi obtenus peuvent cependant étre contaminés par I’agent
pathogeéne. Le BVD peut également adhérer a la zone pellucide (Bielanski, 2003 ; Waldrop,
2004 ; Gard, 2006 ; Vanroose, 2013) et les procédures de lavage ne semblent pas assez efficaces
pour éliminer totalement le virus (Trachte, 1998 ; Gard, 2007 ; Gard, 2006 ; Lalonde, 2011).
Les embryons semblent également étre capables de contaminer les receveuses (Waldrop, 2004 ;
Waldrop, 2006 ; Bielsanski, 2008 ; Bielanski, 2009 ; Gard, 2010). Il existe donc un risque de
contamination de I’embryon et que I’embryon contamine la receveuse.

Avec I’ancienne catégorisation, le BVD était en catégorie 3 donc considéré comme peu
a risque de contamination. Cependant, notre étude semble indiquer que le BVD est a risque.
Cette discordance est liée au fait que la catégorisation reposait principalement sur une étude de
Singh et al. (1982) qui montrait que les lavages permettaient de supprimer I’effet cytopathogéne
du BVD sur les embryons.

Avec ces recherches, nous avons donc décidé de catégoriser le BVD en catégorie 3 -
Risque non négligeable - les maladies ou agents pathogeénes sont ceux pour lesquels le risque
de transmission a été évalué et pour lesquels il existe des preuves de transmission.
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2.2.3. Recommandations pour les embryons produits in vitro

Comme dit précédemment, le BVD peut adhérer a la zone pellucide et il semble que
cette adhésion soit plus forte avec des embryons produits in vitro (Bielanski, 2003 ; Waldrop,
2004 ; Gard, 2006 ; Vanroose, 2013). Les procédures de lavage ne semblent pas assez efficaces
pour éliminer totalement le virus (Trachte, 1998 ; Gard, 2006 ; Gard, 2007 ; Lalonde, 2011) et
la trypsine permet de réduire le nombre de pathogenes mais pas de les éliminer (Bielanski,
1996a ; Trachte, 1998 ; Waldrop, 2004). 11 existe un risque de contamination de la receveuse
si on utilise un embryon produit in vitro contaminé par le BVD (Waldrop, 2004 ; Waldrop,
2006 ; Bielsanski, 2008 ; Bielanski, 2009 ; Gard, 2010). En revanche, le sperme n’est pas a
risque dans la production d’embryons in vitro (Bielanski, 2013).

En raison du risque existant de transmission du BVD par transfert d’embryons, nous
avons décidé de catégoriser le BVD en catégorie 3 - Risque non négligeable - les maladies ou
agents pathogenes sont ceux pour lesquels le risque de transmission a été évalué et pour lesquels
il existe des preuves de transmission.
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2.3. L’herpesvirus bovin de type 4

Une fiche récapitulant les données compilées sur le BHV-4 est disponible en annexe 9.
Selon ’ancienne catégorisation de 'IETS le BHV-4 était de catégorie 4 (présence d’un risque
ou données insuffisantes).

2.3.1. Sources utilisées

Le nombre de sources trouvées grace aux mots-clés concernant I’herpesvirus bovin de
type 4 est présenté dans le Tableau 5.

Mots clés Sources trouvées sur Sources trouvées sur Web
PubMed of Science
BHV-4 295 116
BHV-4 transmission 22 5
BHV-4 embryo 15 4
BHV-4 embryo in vivo 0 0
BHV-4 embryo in vitro 3 3
BHV-4 embryo transfert 0 0
BHV-4 trypsine embryo 1 0

Tableau 5 : Nombre de sources concernant le BHV-4 trouvées grdace a PubMed et Web of
Science

On constate que le nombre de sources trouvées sur PubMed et Web of Science est similaire voire
légérement inférieur sur Web of Science. A partir des articles trouvés sur PubMed:

e 61 sources ont ¢t¢ étudiées.
e 14 sources ont été utilisées pour la rédaction de la fiche.

e Dont 7 sources utilisées concernant plus particulierement 1’effet du BHV-4 sur
I’appareil reproducteur ou portant sur le transfert d’embryons.

2.3.2. Recommandations pour les embryons produits in vivo

Le BHV-4 possede la capacité de se réactiver lorsque I’animal subit un stress (mise-bas,
insémination, procédure de transfert) (Lefevre et al., 2003b) et peut se retrouver dans
I’environnement utérin (Wathes et al., 2020). Des études ont montré que le virus était capable
de contaminer des embryons si la zone pellucide n’est pas intacte (Donoftio et al, 2003). Ainsi
un risque de contamination de I’embryon lors de la production d’embryon est possible.
Cependant, au cours de nos recherches, nous n’avons pas trouvé d’études réalisées avec des
embryons produits in vivo. Ainsi bien qu’un risque puisse exister, il ne s’agit que d’une
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hypothese et des études complémentaires seraient nécessaires pour confirmer ou infirmer ce
risque.

Pour les embryons produits in vivo, nous avons donc décidé de catégoriser ce virus en
catégorie 2 : Risque inconnu - la probabilité¢ de pénétration et/ou d'exposition est inconnue
(travaux publiés a I’heure actuelle en nombre insuffisant).

2.3.3. Recommandations pour les embryons produits in vitro

Les études que nous avons trouvées indiquent que si la zone pellucide est intacte le virus
ne peut pas pénétrer dans I’embryon (Donofrio et al, 2003). De plus, les lavages et 1’utilisation
de trypsine étaient efficaces pour éliminer le virus (Stringfellow et al., 1990). Ainsi, le risque
de contamination d’un embryon est faible si I’embryon présente un zone pellucide intacte et
s’il est lavé et traité avec de la trypsine.

Pour les embryons produits in vitro, nous avons donc décidé de classer le BHV-4 en
catégorie 1 : Risque négligeable - les maladies ou agents pathogeénes sont ceux pour lesquels
le risque de transmission a été évalué et pour lesquels il n'y a pas de preuve de transmission,
lorsque les procédures de manipulation sont respectées.

2.4. Mycoplasma bovis

Une fiche récapitulant les données compilées sur Mycoplasma bovis est disponible en
annexe 9. Selon ’ancienne catégorisation, Mycoplasma bovis ainsi que tous les Mycoplasmes
appartenaient a la catégorie 4 (présence d’un risque ou données insuffisantes).

2.4.1. Sources utilisées

Les résultats de notre recherche bibliographique se trouve dans le Tableau 6.

Mots clés Sources trouvées sur Sources trouvées sur Web
PubMed of Science
Mycoplasma bovis 1098 1340
Mycoplasmq bovis 62 101
transmission
Mycoplasma bovis embryo 18 19
Mycoplasma bovis embryo
0 0
transfert

Tableau 6 : Nombre de sources concernant Mycoplasma bovis trouvées grace a PubMed et
Web of Science
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On constate que le nombre de sources trouvées sur PubMed et Web of Science est similaire.
Web of Science propose sur les mots-clés généraux plus de références mais avec des mots-clés
plus précis le nombre de références est quasi identique. A partir des articles trouvés sur PubMed:

e 58 sources ont été étudiées.

e 19 sources ont ¢été utilisées pour la rédaction de la fiche.

e Dont 5 sources utilisées concernant plus particulierement 1’effet de Mycoplasma bovis
sur I’appareil reproducteur ou portant sur le transfert d’embryons.

2.4.2. Recommandations pour les embryons produits in vivo

Les études que nous avons trouvées sont parfois contradictoires en ce qui concerne la
possibilité de 1’agent pathogéne a se fixer sur I’embryon. En effet, certaines études montrent
que 1’agent pathogene peut se fixer sur la zone pellucide (Riddell et al., 1989 ; Bielanski et al.,
1989) et une autre indique que I’agent se fixe uniquement sur les cellules du cumulus et que
sans la présence de ces dernieres il n’y a pas de fixation (Pohjanvirta et al., 2023). De plus, le
sperme peut étre porteur de I’agent infectieux (Hirth et al., 1966). Cependant, les veaux produits
avec du sperme contaminé n’étaient pas contaminés (Hirth et al., 1966) et les femelles
inséminées étaient contaminées uniquement au niveau génital (Dudek et al., 2020) (Hirth et al.,
1966). Nous n’avons pas trouvé d’études concernant des embryons produits in vivo.

Ainsi, une contamination d’un embryon produit in vivo serait possible mais nous ne
disposons pas de preuves pour pouvoir I’affirmer. Nous ne disposons pas non plus de preuves
suffisantes pour dire si un embryon contaminé serait capable de contaminer 1’animal receveur
ou si le produit serait contaminé par Mycoplasma bovis. Des recherches supplémentaires sont
donc nécessaires pour permettre la catégorisation définitive de I’agent.

Pour les embryons produits in vivo, nous avons donc décidé de catégoriser M. bovis en
catégorie 2 : Risque inconnu - la probabilité de pénétration et/ou d'exposition est inconnue
(travaux publiés a I’heure actuelle en nombre insuffisant).

2.4.3. Recommandations pour les embryons produits in vitro

Dans les articles que nous avons trouvés les données anciennes ont montré un risque de
contamination par M. bovis avec une inefficacité des lavages. Cependant dans une étude plus
récente (Pohjanvirta et al.,2023) utilisant un vortex pour retirer les cellules du cumulus avant
exposition, les Mycoplasmes ne contaminent pas 1’embryon. Ainsi cette étude indiquerait que
M. bovis se fixerait préférentiellement aux cellules du cumulus et que leur retrait limiterait la
contamination. Pour pouvoir conclure définitivement, il faudrait un plus grand nombre
d’études concernant les cellules du cumulus et sur le lieu de fixation de M. bovis.

Pour les embryons produits in vitro, nous avons décidé de catégoriser M. bovis en
catégorie 2 : Risque inconnu - Risque inconnu - la probabilité de pénétration et/ou d'exposition
est inconnue (travaux publiés a I’heure actuelle en nombre insuffisant).
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2.5. La leucose bovine enzootique

Une fiche récapitulant les données compilées sur la leucose est disponible en annexe
10. Selon I’ancienne classification de ’[ETS, la leucose ¢tait classée en catégorie 1 (absence
de risque de transmission).

2.5.1. Sources utilisees

Le nombre de sources trouvées sur PubMed et Web of Science est présenté dans le
Tableau 7.

Mots clés Sources trouvées sur Sources trouvées sur Web
PubMed of Science
Bovine leucosis 212 162
Bovine leucosis incubation 6 4
Bovine leucosis transmission 24 28
Bovine leucosis embryo 3 4

Tableau 7 : Nombre de sources concernant la leucose bovine enzootique trouvées grdce a
PubMed et Web of Science

On constate que le nombre de sources trouvées sur Pubmed et Web of Science est similaire.
A partir des articles trouvés sur Pubmed :

e 53 sources ont été étudiées.

e 10 sources ont ¢té utilisées pour la rédaction de la fiche.

e Dont 3 sources utilisées concernant plus particulierement I’effet de la leucose bovine
enzootique sur ’appareil reproducteur ou portant sur le transfert d’embryons.

2.5.2. Recommandations pour les embryons produits in vivo

Lors de nos recherches, nous n’avons pas trouvé de référence portant sur le risque de
transmission de la leucose par transfert d’embryons. Cependant, nous avons considéré que
I’ancienne catégorisation était toujours valable pour les embryons produits in vivo. Donc, pour
ce parametre nous suivrons 1’ancienne catégorisation.

Pour les embryons produits in vivo, nous avons donc décidé de classer le virus de la
leucose bovine en catégorie 1 : Risque négligeable - les maladies ou agents pathogenes sont
ceux pour lesquels le risque de transmission a été évalué et pour lesquels il n'y a pas de preuve
de transmission, lorsque les procédures de manipulation sont respectées.
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2.5.3. Recommandations pour les embryons produits in vitro

Lors de nos recherches, nous n’avons pas trouvé de référence portant sur le risque de
transmission de la leucose par transfert d’embryons. Cependant, le virus étant principalement
transmis par un contact lymphocyte — lymphocyte (Ruvoen et al., 2023), nous pensons que le
risque de transmission est faible mais nous avons besoin de plus de données pour pouvoir
prendre une décision.

Pour les embryons produits in vivo, nous avons classé la leucose bovine en catégorie 2
: Risque inconnu - la probabilité de pénétration et/ou d'exposition est inconnue (travaux
publiés a I’heure actuelle en nombre insuffisant).

2.6. L.a leptospirose serovar Hardjo

Une fiche récapitulant les données compilées sur la leptospirose est disponible en
annexe 11. Selon I’ancienne classification, les leptospiroses étaient catégorisées en catégorie
4 (risque de transmission ou données insuffisantes).

2.6.1. Sources utilisees

Les résultats de I’utilisation des mots-clés concernant la leptospirose sont présentés dans
le Tableau 8.

Mots clés Sources trouvées sur Sources trouvées sur Web
PubMed of Science
Leptospirosis Hardjo 601 588
Leptospirosis Hardjo embryo 9 4
Leptospirosis Hardjo embryo 0 1
in vivo
Leptospirosis Hardjo embryo 0 1
in vitro
Leptosplrogls .Hardjo 73 74
transmission

Tableau 8 : Nombre de sources trouvées concernant la leptospirose serovar Hardjo grdce a
PubMed et Web of Science
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On constate que le nombre de sources trouvées sur PubMed et Web of Science est
similaire. Grace a la recherche sur Web of Science un article supplémentaire a pu étre utilisé
dans la fiche. A partir des articles trouvés sur PubMed et de Web of Science :

e 50 sources ont été étudiées.

e 9 sources ont été utilisées pour la rédaction de la fiche.

e Dont 4 sources utilisées concernant plus particulierement I’effet de la leptospirose sur
I’appareil reproducteur ou portant sur le transfert d’embryons.

2.6.2. Recommandations pour les embryons produits in vivo

Malgré nos recherches nous n’avons pas ét¢ en mesure de trouver de référence
concernant le risque de transmission de cet agent par un transfert d’embryons in vivo.
Cependant, I’agent pathogene peut se retrouver dans les voies génitales femelles (Aymée, 2024)
et les leptospiroses sont capables de s’accrocher et pénétrer les embryons (Bielanski, 1998b).
Le risque est donc possible mais afin de le confirmer ou I'infirmer des recherches
supplémentaires sont nécessaires.

Pour les embryons produits in vivo, nous avons décidé de classer la bactérie en catégorie
2 : Risque inconnu - la probabilité de pénétration et/ou d'exposition est inconnue (travaux
publiés a I’heure actuelle en nombre insuffisant).

2.6.3. Recommandations pour les embryons produits in vitro

Au cours de nos recherches, nous n’avons pas trouvé de référence évaluant le risque de
transmission de Leptospira via des embryons produits in vifro a une receveuse. Cependant, la
capacité de la bactérie a s’accrocher et a pénétrer les embryons représente un risque notamment
parce que les lavages ne semblent pas efficaces pour éliminer 1’agent pathogéne (Bielanski,
1998b). Cependant, I'utilisation d’antibiotiques permet d’éliminer la bactérie ce qui limite le
risque de production embryon contaminé (Bielanski, 1996b). Ainsi, des recherches
supplémentaires semblent nécessaires pour pouvoir conclure notamment en ce qui concerne
le risque de transmission a la receveuse.

Pour les embryons produits in vivo, nous avons décidé de classer la bactérie en catégorie
2 : Risque inconnu - la probabilité¢ de pénétration et/ou d'exposition est inconnue (travaux
publiés a I’heure actuelle en nombre insuffisant).
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3. Bilan de la recherche bibliographique

Nos recherches bibliographiques ont permis de proposer une re-catégorisation
de 6 maladies sélectionnées a partir de I’enquéte. Le tableau 9 récapitule les anciennes
catégories de chaque maladie étudiée. Ce tableau indique également la nouvelle
catégorie a laquelle nous avons décidé d’associer chaque maladie. On constate que
beaucoup d’agents sont classés en catégorie 2 en raison d’un manque de données. Ce
travail n’est cependant qu’une proposition liée a nos recherches ainsi qu’a notre analyse
des données obtenues.

Dans la majorité des cas le nombre de sources obtenues sur PubMed et Web of
Science était similaire notamment lorsque nous utilisions des mots-clés précis. Donc,
dans le cadre de notre étude, il y a globalement les mémes sources sur les 2 moteurs de
recherche.

. Ancienne Nouvelle catégorie
Maladie . ; -
catégorie In vivo In vitro
Bovin : Bovin :
Catégorie 1 Catégorie 2
. . (. BTV-8: BTV-8:
Fievre catarrhale ovine Catégorie 2 Catégorie 3 Catégorie 2
Ovins : Ovins :
Catégorie 2 Catégorie 2
Diarrhée virale bovine Catégorie 3 Catégorie 3 Catégorie 3
Herpesvirose bovine type 4 Catégorie 4 Catégorie 2 Catégorie 1
Mycoplasome a L. L L
Mycoplasma bovis Catégorie 4 Catégorie 2 Catégorie 2
Leucose enzootique bovine Catégorie 1 Catégorie 1 Catégorie 2
Leptospirose serovar S A S
Hardjo Catégorie 4 Catégorie 2 Catégorie 2

Tableau 9 : Récapitulatif de [’essai de catégorisation des maladies étudiées
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Partie 3 : Discussion générale

A présent nous allons nous intéresser aux différentes limites de notre étude que ce soit
concernant I’enquéte réalisée ou notre recherche bibliographique.

1. Limites de ’enquéte

Nous avons identifi¢ 3 points principaux qui ont pu biaiser nos résultats :

e Le nombre de réponses
e Le lieu d’exercice des répondants
e Et les espéces sur lesquelles ils travaillent

1.1. Nombre de répondants

Dans notre enquéte nous avions besoin de répondants qui soient aptes a répondre a nos
questions. C’est pourquoi, nous avions fait le choix d’envoyer notre questionnaire a un faible
nombre de personnes choisies et de compter sur leur aide pour diffuser I’enquéte aupres de leurs
contacts. Cependant, bien que cette méthode nous ait permis de n’avoir que des gens capables
de répondre a notre enquéte, elle limitait également la diffusion de notre enquéte, ce qui a
engendré un faible nombre de réponses, seulement 23.

Ce faible nombre de réponses est un biais puisqu’il engendre un poids plus important
des réponses de chaque répondant. Ainsi, une erreur ou un oubli aura un impact plus important
que si le nombre de répondants était plus important. Nos résultats sont donc moins représentatifs
de la situation réelle. Cependant, la technicité de nos répondants limite le risque d’erreur ce
qui évite d’avoir des résultats treés différents de ce que la réalité pourrait étre.

1.2. Lieu d’exercice

Les répondants de notre enquéte travaillent pour plus des trois-quarts aux Etats-Unis et
en Europe. A I’inverse, nous n’avons pas de réponses provenant d’Asie ou d’Amérique du Sud
alors que ce sont des territoires ou des transferts d’embryons sont réalisés (IETS, 2023). Ainsi,
on peut s’attendre a ce que nos résultats soient plutot représentatifs de la situation aux Etats-
Unis et en Europe.

Cependant, plus de la moitié des répondants travaillent avec d’autres pays notamment
des pays d’Amérique du Sud et d’Asie, ce qui permet d’améliorer la représentativité de ces
régions. En effet, les répondants doivent connaitre les maladies réglementées dans ces pays et
¢galement la réglementation des échanges avec ces pays.
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La surreprésentation des répondants provenant des Etats-Unis explique également le
nombre important de praticiens ayant répondu a notre enquéte. En effet aux Etats-Unis, les
praticiens se spécialisent dans le transfert d’embryons ce qui n’est pas le cas dans d’autres
régions du monde comme en France par exemple.

1.3. Espéce de travail

Les especes avec lesquelles les répondants travaillent ne sont pas représentées de la
méme maniere. Alors que la totalit¢ des répondants travaillent avec des bovins, la moitié
travaille avec des petits ruminants (ovins et caprins) et seulement un quart avec des porcins et
équins. On peut alors s’attendre a une sous-estimation de 1’importance des maladies qui
touchent les porcs et les chevaux. Cette sous-estimation est probablement visible dans nos
résultats (Annexe 3 et 4) avec les maladies touchant les équins (ex : artérite virale équine,
métrite contagieuse équine) et porcins (ex : maladie d'Aujesky, virus du syndrome reproducteur
et respiratoire porcin) qui ne sont pas du tout représentées.

Ainsi, nos résultats ne sont surement pas représentatifs en ce qui concerne les maladies
qui touchent ces especes. En revanche, nos résultats le sont surement beaucoup plus en ce
qui concerne les maladies affectant les bovins et les petits ruminants.

2. Limites de la recherche bibliographique

Nous avons identifié 5 points principaux qui ont pu influencer nos résultats :

e Le site de recherche des articles

e Le temps nécessaire pour nos recherches

e Le choix des mots clés

e Ladifficulté a catégoriser

e Le manque global de références sur certains agents pathogénes

2.1. Site utilisé pour la recherche d’articles

A l’exception de la fievre catarrhale ovine et de la diarrhée virale bovine, nos recherches
reposent principalement sur I’utilisation de PubMed. PubMed est un site trés complet avec de
trés nombre références, notamment en ce qui concerne le domaine de la médecine, cependant,
il ne référence pas ’ensemble des articles publiés. Ainsi, pour une recherche plus exhaustive
nous aurions pu utiliser les publications référencées dans le site Web of Science. Cependant, le
nombre de références étant en moyenne le méme sur les deux moteurs de recherche, et les
premiers articles étant également similaires, nous avons estimé qu’une recherche détaillée sur
Web of Science n’apporterait pas un gain réel car les mémes références ressortiraient.
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2.2. Temps de recherche

Afin de faciliter nos recherches, nous avons fait le choix de n’étudier que les 20 premiers
articles que nous trouvions sur PubMed pour avoir des données générales sur la maladie. Ce
choix a été fait afin d’optimiser notre temps de recherche et d’étude des documents. En effet,
parfois le nombre de résultats était trés important et nous ne disposions pas du temps nécessaire
pour analyser de fagon exhaustive 1’ensemble des résultats de nos recherches. A cause de ce
choix, nous avons pu passer a coté de certaines références intéressantes.

Cependant, lorsque des éléments manquaient pour remplir la fiche de I'IETS, des
recherches complémentaires sur PubMed étaient réalisées pour trouver les éléments manquants
et ce n’est que lorsque la seconde recherche était infructueuse que nous concluions sur I’absence
de données. Cette deuxiéme recherche nous a permis d’obtenir un maximum de données en
optimisant notre temps de recherche, et en évitant 1’absence d’analyse de certaines données.

2.3. Choix des mots clés

Les mots-clés que nous avons utilisés sont globalement similaires entre les différents
agents pathogénes afin de réaliser une recherche la plus uniforme possible. Ces mots-clés nous
ont permis d’obtenir une information claire et précise sur la plupart les agents étudiés.
Cependant, ces mots-clés ne sont pas des termes MeSH. Les termes MeSH étant des termes
officiels pour les recherches sur PubMed. Il est également possible qu’avec un choix d’autres
mots-clés nous ayons pu trouver d’autres sources.

2.4. Difficulté a la catégorisation de certains agents pathogeénes

Afin de réaliser notre essai de catégorisation nous avons fait en sorte d’avoir une
recherche bibliographique la plus précise possible et d’utiliser une méthode objective
(utilisation de la fiche de I'IETS et Méthode d’analyse du risque Figure 18). Cependant, la
décision de placer les agents pathogeénes en catégorie 1 ou 3 reste difficile. En effet, bien souvent
on dispose de preuves qui indiquent un risque, mais pas de I’ensemble des éléments nécessaires
pour classer dans une catégorie définitive. C’est par exemple le cas de la Leptospirose ou on
dispose de preuves que 1’embryon peut étre contaminé, il existe donc un risque, mais pas de
preuve qu’un embryon contaminé puisse infecter la receveuse. Ainsi, bien qu’il existe un risque,
il n’est pas possible de prendre une décision définitive.
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2.5. Manque de données et de financement de la recherche

Pour certaines maladies, nous n’avons pas trouver de données ou trés peu, ce qui nous
a empécher d’aboutir a une catégorisation précise. C’est pourquoi nous avons di classer
plusieurs maladies en catégorie 2 comme la leptospirose et la leucose. Ce manque de données
est 11¢ au manque de recherche sur le transfert d’embryons et plus particuliérement sur certaines
des maladies. En effet, les recherches expérimentales pour étudier les interactions entre
embryons et agents pathogeénes ainsi que des essais de contamination de receveuses sont pour
la plupart assez anciens (beaucoup de références datant d’avant les années 2000). Récemment
les publications disponibles sont plutét des revues de synthése. Ce manque de recherches
expérimentales peut s’expliquer par un manque de financement et par les difficultés éthiques
que représentent ce type de recherche. Pourtant ¢’est ce type de données dont nous avons besoin
pour pouvoir aboutir & une catégorisation précise.

-55.-



Conclusion

Le transfert d’embryons a une grande importance aussi bien en France qu’a 1’échelle
internationale. Il permet d’améliorer la génétique des troupeaux en propageant les génes de
femelles présentant des caractéristiques utiles pour I’¢levage (production de lait, bonne
conformation, facilité a la mise bas ...). Afin de sécuriser les transferts d’embryons d’un point
de vue sanitaire, il est essentiel que les prélevements et implantations d’embryons soient
encadrés. C’est 1a que prend toute sa place le role de la nouvelle catégorisation des maladies
entreprise par 'IETS.

L’enquéte réalisée nous a permis d’obtenir un tableau global de la situation actuelle sur
les maladies pour lesquelles une restriction des échanges d’embryons est justifiée. Nous avons
obtenu une liste hiérarchisée des maladies (Annexes 4 et 5) afin de réaliser la re-catégorisation
des maladies en commencant par les plus préoccupantes et en finissant par celles qui le sont
moins, et ce aussi bien pour le transfert d’embryons produits in vivo et in vitro. Malgré le
manque de diversité des répondants et leur faible nombre, cette liste donne tout de méme une
bonne idée de la situation a I’échelle internationale méme si elle aurait pu mériter une plus
grande diffusion. Cependant, elle est uniquement représentative des maladies d’intérét des
bovins et des petits ruminants.

Avec cette enquéte, nous avons pu également identifier six maladies particulierement
préoccupantes : la fievre catarrhale ovine, la diarrhée virale bovine, I’herpesvirus de type 4, la
mycoplasmose a Mycoplasma bovis, la leucose et la leptospirose serovar Hardjo. La recherche
bibliographie nous a permis de catégoriser ces maladies d’intérét selon la nouvelle
catégorisation de I'IETS. Cependant, certaines d’entre elles comme la leptospirose ou la
mycoplasmose se trouvent dans la catégorie 2, une catégorie intermédiaire qui indique que des
recherches sont nécessaires pour aboutir a une véritable conclusion. Cependant, la recherche
notamment expérimentale est limitée par les besoins financiers et les préoccupations éthiques
que peuvent représenter ce type de recherche.

Ainsi, notre étude représente une étape préliminaire afin d’évaluer le risque des agents
infectieux pour le transfert d’embryons. Elle se concentre sur 2 aspects de cette évaluation, la
caractérisation de 1’agent et D’appréciation du risque. L’appréciation du risque repose
principalement sur notre enquéte qui nous a permis de mettre en évidence les agents pathogénes
les plus a risque. Et la recherche bibliographique nous a permis de caractériser certains agents
d’intérét. Des recherches supplémentaires sont encore nécessaires pour aboutir a 1’évaluation
de I’ensemble des agents pathogeénes. Grace a cette évaluation précise, il sera alors possible
d’améliorer les mesures de gestion du risque afin de sécuriser au mieux les échanges
d’embryons.

Les résultats de notre enquéte vont faire I’objet d’un poster qui sera présenté lors de la
prochaine conférence de ’LETS qui aura lieu a Fort Worth au Texas du 18 au 22 Janvier
2025. Le résumé accepté pour le congrés est présenté en Annexe 13.
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Annexe 1 : Liste des maladies catégorisées par PIETS

Maladies de
catégorie 1

O O O O O O O

o

Brucella abortus (bovins)

Encéphalopathie spongiforme bovine (bovins)

Fiévre aphteuse (bovins)

Fiévre catarrhale (bovins)

Infection par le virus de la maladie d’ Aujeszky (porcins)
Leucose bovine enzootique

Rhinotrachéite infectieuse bovine / vulvovaginite pustuleuse
infectieuse

Tremblante (ovins).

Maladies de
catégorie 2

o O

Arthrite/encéphalite caprine
Fiévre catarrhale (ovins)
Infection par le virus de la peste porcine classique.

Maladies de
catégorie 3

O O OO OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0

Adénomatose pulmonaire ovine

Campylobacter fetus (ovins)

Circovirus porcin de type 2 (porcins)
Encéphalopathie spongiforme bovine (caprins)
Fiévre aphteuse (porcins, ovins et caprins)
Haemophilus somnus (bovins)

Infection par le virus de la peste bovine (bovins)
Maedi-visna (ovins)

Maladie vésiculeuse du porc
Mycobacteriumparatuberculosis (bovins)
Neospora caninum (bovins)

Syndrome dysgénésique et respiratoire du porc (SDRP)
Tremblante atypique

Virus de I’immunodéficience bovine

Virus de la diarrhée virale bovine (bovins)

Maladies de
catégorie 4

O 0O 00O O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0ODOOOOOoOOoOOoOOoOOo

Anaplasmose bovine

Chlamydiapsittaci (bovins, ovins)

Dermatose nodulaire contagieuse

Entérovirus (bovins, porcins)

Epididymite ovine (Brucella ovis)

Escherichia coli 09:K99 (bovins)

Fiévre catarrhale (caprins)

Fiévre Q (Coxiella burnetti)

Herpésvirus-4 des bovins

Infection par 1'herpesvirus équin 1 (Rhinopneumonie équine)
Infection par le virus de 1’artérite équine
Leptospira borgpetersenii serovar hardjobovis (bovins)
Leptospira sp. (porcins)

Maladie de Border (Border disease) (ovins)
Métrite contagieuse équine

Mycobacterium bovis (bovins)

Mycoplasma spp. (porcins)

Parvovirus (porcins)

Peste porcine africaine

Stomatite vésiculeuse (bovins, porcins)
Tremblante (caprins)

Tritrichomonas foetus (bovins)

Ureaplasma et Mycoplasma spp. (bovins, caprins)
Virus Akabane (bovins)

Virus para-influenza-3 (bovins)

Annexe 1 : Liste des maladies catégorisées par I'IETS (Source : OMSA, 2023a)
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Annexe 2 : Enquéte envoyée sous format Word
Introduction:

| am Lamia Briand-Amirat, Professor in Reproduction at Oniris- Nantes, a French Veterinary
School. I am also the chair of the research subcommittee of HASAC / IETS (Health and
Safety Advisory Committee of the International Embryo Technology Society). Hugo De Mori
is a vet student in his last vet studies graduation, helping us in this survey as part of his vet
thesis.

HASAC is an advisory Committee consisting of technical specialists in reproductive
biotechnologies, animal health and food safety. It responds to the IETS members' questions
and requests for advice related to those matters at both national and international levels. It
submits recommendations based on current scientific knowledge of safe and sanitary trade in
embryos to the IETS Board of Governors (the Board) to provide guidance and advice to
international agencies, such as the Food and Agriculture Organization (FAO) of the United
Nations and the World Organisation for Animal Health (WOAH, founded as OIE).

One of the projects HASAC is working on, is the recategorization of risk of transmission of
pathogens via embryos

The current IETS Categorization system covers only in-vivo derived (IVD) embryos. This
system is unsuitable for in-vitro produced (I\VP) embryos. We are moving toward a new IETS
categorization system that is suitable for IVD and VP embryos.
There will be three categories instead of 4 categories -

Cat 1 - Negligible risk of transmission

Cat 2 - Unknown risk of transmission

Cat 3 - Non-negligible risk of transmission
The results will be published in Appendix 1 of Volume 1 of IETS Manual 5th edition.
At the last HASAC meeting (Lima, Peru 2023), we concluded, for IVP embryos, that majority
of pathogens are in category 2, that is, unknown risks (because of lack of experimental
studies). This means there is a very long list of pathogens to review to assess which could be
moved to Category 1 or Category 3. So, we have decided to first focus on those pathogens

that are of interest in international embryo trade.

We ask for your help in identifying on those pathogens you consider to be of importance to
domestic and international trade of embryos by completing the attached survey

We thank you very much for your help with this important survey.

lamia.briand-amirat@oniris-nantes.fr

hugo.de-mori@oniris-nantes.fr
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)

Identity of the respondent

1. Name:

il. Surname:

1ii. Be anonymous

1v. Country:

v. Working as:

1.

Nk

Practitioner

Embryo Technician

Mainly working with in vivo derived embryos
Mainly working with in vitro produced embryos
Researcher

Government Regulatory agent

Other (please specify)

V1. Specify the group in which you work according to embryo transfer

Vil. Species you work with

1.

AN

Bovine
Caprine
Ovine
Swine
Equine
Other

viil. With which country do you work?

1X. On what kind of embryo do you work?

l.
2.
3.

Mainly working with in vivo derived embryos
Mainly working with in vitro produced embryos
Working with both of them
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1) Regarding pathogens, tick those that are problematic for your country
recarding in vivo derived produced embryo exchanges:

Disease Yes No

Bluetongue virus:

Bovine spongiform encephalopathy:

Brucella abortus:

Enzootic bovine leukosis:

Foot and mouth disease:

Infectious bovine rhinotracheitis (BHV-1):

Bovine immunodeficiency virus:

Bovine viral diarrhea virus:

Haemophilus somnus:

Mycobacterium paratuberculosis:

Neospora caninum:

Rinderpest:

Akabane:

Bovine anaplasmosis:

Bovine herpesvirus-4:

Chlamydophila abortus:

Chlamydophila psittaci:

Enterovirus:

Escherichia coli:

Leptospira borgpetersenii:

Mycobacterium bovis:

Parainfluenza-3 virus:

Tritrichomonas:

Ureaplasma:

Mycoplasma:

Vesicular stomatitis:

Contagious bovine pleuropneumonia:

Lumpy skin disease:

Campylobacter fetus subsp veneralis:

Rift Valley Fever:

Q fever (Coxiela burnetii):

Border disease:

Maedi-visna:

Ovine pulmonary adematosis:

Ovine epididymitis (Brucella ovis):

Atypical scrapie:

Scrapie:

Caprine arthritis/encephalitis:

Chlamydia psittaci.:




Contagious caprine pleuropneumonia:

Sheep pox:

Classical swine fever

African swine fever:

Enterovirus:

Parvovirus:

Porcine circovirus:

Vesicular stomatitis:

Swine vesicular disease:

Aujesky disease:

Porcine reproductive and respiratory disease
syndrome:

Contagious equine metritis:

Equine rhinopneumonitis:

Equid Herpesvirus 1:

Equine arteritis virus:

Taylorella equigenitalis:

African Horse Sickness:

Others

a. What are the 5 diseases for which there is the most restriction on exchanges

with other countries?
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i11)  Regarding pathogens, tick those that are problematic for your country
regarding in vitro produced embryo exchanges:

Disease Yes No

Bluetongue virus:

Bovine spongiform encephalopathy:

Brucella abortus:

Enzootic bovine leukosis:

Foot and mouth disease:

Infectious bovine rhinotracheitis (BHV-1):

Bovine immunodeficiency virus:

Bovine viral diarrhea virus:

Haemophilus somnus:

Mycobacterium paratuberculosis:

Neospora caninum:

Rinderpest:

Akabane:

Bovine anaplasmosis:

Bovine herpesvirus-4:

Chlamydophila abortus:

Chlamydophila psittaci:

Enterovirus:

Escherichia coli:

Leptospira borgpetersenii:

Mycobacterium bovis:

Parainfluenza-3 virus:

Tritrichomonas:

Ureaplasma:

Mycoplasma:

Vesicular stomatitis:

Contagious bovine pleuropneumonia:

Lumpy skin disease:

Campylobacter fetus subsp veneralis:

Rift Valley Fever:

Q fever (Coxiela burnetii):

Border disease:

Maedi-visna:

Ovine pulmonary adematosis:

Ovine epididymitis (Brucella ovis):

Atypical scrapie:

Scrapie:

Caprine arthritis/encephalitis:

Chlamydia psittaci.:




Contagious caprine pleuropneumonia:

Sheep pox:

Classical swine fever

African swine fever:

Enterovirus:

Parvovirus:

Porcine circovirus:

Vesicular stomatitis:

Swine vesicular disease:

Aujesky disease:

Porcine reproductive and respiratory disease
syndrome:

Contagious equine metritis:

Equine rhinopneumonitis:

Equid Herpesvirus 1:

Equine arteritis virus:

Taylorella equigenitalis:

African Horse Sickness:

Others

a. What are the 5 diseases for which there is the most restriction on exchanges
with other countries?

1v)  Regarding sperm, which pathogens are problematic for your country (sperm

exchanges):

a. Add pathogens that are subject to exhanges restrictions according sperm and
the countries affected by these restrictions

V) If you work with the government what are the pathogens that you consider
important from a regulatory point of view?

Thank you for your participation and for the time
you devoted to this survey

-76 -



Annexe 3 : Liste des maladies étudiées dans ’enquéte

1¢re partie de la liste

2¢me partie de la liste

3¢éme partie de la liste

Bluetongue virus

Bovine spongiforme
encephalopathy

Brucella abortus
Enzootic bovine leukosis
Foot and mouth disease
Infectious bovine
Rhinotracheitis (BHV-1)

Bovine immunodeficiency
virus

Bovine viral diarrhea virus
Haemophilus somnus

Mycobacterium
paratuberculosis

Neospora caninum
Rinderpest
Akabane
Bovine anaplasmosis
Bovine herpesvirus-4
Chlamydophila abortus
Chlamydophila psittaci

Enterovirus

Escherichia coli
Leptospira borgpetersenii
Mycobacterium bovis
Parainfluenza-3 virus
Tritrichomonas
Ureaplasma
Mycoplasma
Vesicular stomatitis

Contagious bovine
pleuropneumonia

Lumpy skin disease

Campylobacter fetus subsp
veneralis

Rift Valley Fever
Q fever (Coxiela burnetii)
Border disease
Maedi-visna
Ovine pulmonary adematosis

Ovine epididymitis (Brucella
ovis)

Atypical scrapie

Scrapie

Caprine arthritis/encephalitis
Chlamydia psittaci

Contagious caprine
pleuropneumonia

Sheep pox
Classical swine fever
African swine fever
Enterovirus
Parvovirus
Porcine circovirus
Vesicular stomatitis
Swine vesicular disease
Aujesky disease

Porcine reproductive and
respiratory disease syndrome

Contagious equine metritis
Equine rhinopneumonitis
Equid Herpesvirus 1
Equine arteritis virus
Taylorella equigenitalis

African Horse Sickness
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Annexe 4 : Liste des maladies restreignant les échanges
d'embryons produits in vivo obtenue griace a I’enquéte

internationale
Maladies qubre de Maladies qubre de
réponses réponses
Virus de la diarrhée virale .
bovine 18 Chlamydophila abortus 2
Fiévre catarrhale bovine 17 Chlamydophila psittaci 2
Mycobacterium bovis 13 Maedi-visna 2
Leucose enzootic bovine 11 Maladie v;s:guleuse du 2
Fiévre aphteuse 11 Maladie d'Aujesky 2
Rhlngg\?ﬁ?:l(t;g&%leuse 10 Maladie d'Aino 2
Stomatite vesiculeuse 10 Maladie de Schmallenberg 2
Brucella abortus 9 Herpesvirus bovin type 4 1
Mycoplasme 9 Parainfluenza-3 virus 1
Fiévre Q (Coxiela burnetii) 9 Ureaplasma 1
Tritrichomonas 8 Adénomatosg pulmonaire 1
ovine
Arthrite/Encéphalite caprine 8 Pleur(_)pneumon!e 1
contagieuse caprine
Mycobacterlum 7 Clavelée 1
paratuberculosis
Virus du syndrome
Campylobacter f_etus subsp 7 reproducteur e)t/ respiratoire 1
veneralis :
porcin
Anaplasmose bovine 6 Meétrite contagieuse equine 1
Leptospira borgpetersenii 6 Rhinopneumonie équine 1
Tremblante du mouton 6 Herpesvirus equin type 1 1
Pleuropneumonie contagieuse 5 Virus de la fiévre éphémére 1
bovine bovine
Epididymite ovine (Brucella 5 Cowdriose (Ehrlichia 1
ovis) ruminantium)
Dermatose nodulaire 4 Maladie hémorragique 1
contagieuse enzootiqgue bovine (EHD)
Fiévre de la vallée du Rift 4 . Virusde 0
I'immunodéficience bovine
Encephalopathlg spongiforme 3 Haemophilus somnus 0
bovine
Peste bovine 3 Neospora caninum 0
Maladie d'Akabane 3 Enterovirus 0
Escherichia coli 3 Parvovirus 0
Maladie de Border 3 Circovirus porcin 0
Tremblante atypique 3 Artérite virale équine 0
Peste porcine classique 3 Taylorella equigenitalis 0
Peste porcine africaine 3 Peste équine 0
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Annexe 5 : Liste des maladies restreignant les échanges
d'embryons produits in vitro obtenue grace a I’enquéte

internationale
Maladie qubre de Maladie qubre de
réponses réponses
Fievre Catarrhale ovine 13 Pleuropneumon_l & contagieuse 3
caprine
Virus de la diarrhée virale . .
bovine (BVDV) 13 Peste porcine africaine 3
Mycobacterium bovis 12 Chlamydophila abortus 2
Rhinotrachéite infectieuse L
bovine (BHV-1) 11 Maedi-visna 2
Brucella abortus 10 Clavelée 2
Leucose enzootic bovine 10 Peste porcine classique 2
Fievre aphteuse 9 Neospora caninum 1
Mycobacterlum 9 Escherichia coli 1
paratuberculosis
Mycoplasme 8 Parainfluenza-3 virus 1
Campylobacter f_etus subsp 7 Ureaplasma 1
veneralis
Anaplasmose bovine 6 Adenomatosg pulmonaire 1
ovine
Tritrichomonas 6 Parvovirus 1
Stomatite vésiculeuse 6 Maladie vésiculeuse du porc 1
Maladie d'Akabane 5 Herpesvirus equin de type 1 1
Leptospira borgpetersenii 5 Leptosira hardjo-bovis 1
Dermatose n odulaire 5 Tuberculose bovine 1
contagieuse
Fievre de la vallée du Rift 5 Cowadriose (Ehrlichia 1
ruminantium)
Fiévre Q (Coxiela burnetii) 5 Maladie d'Aino 1
Tremblante du mouton 5 Virus de | |mm_unodef|C|ence 0
bovine
Arthrite/Encéphalite caprine 5 Haemophilus somnus: 0
Maladie de Schmallenberg 5 Enterovirus 0
Encéphalopathie spongiforme . . .
bovine (ESB) 4 Circovirus porcin 0
Pleuropneu?on_le contagieuse 4 Maladie d'Aujesky 0
ovine
Loy . Virus du syndrome
Malaqhe hemqrraglque 4 reproducteur et respiratoire 0
enzootique bovine (EHD) .
porcin
Peste bovine 3 Métrite contagieuse équine 0
Herpesvirus bovin 4 (BHV-4) 3 Rhinopneumonie équine 0
Maladie de Border 3 Artérite virale équine 0
Epldldymlt%\(z;;l)ne (Brucella 3 Taylorella equigenitalis 0
Tremblante atypigue 3 Peste équine 0
Chlamydia psittaci 3
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Annexe 6 : Modele d’étude des pathogénes a recatégoriser
proposé par PHASAC

1. Généralités

1.1. Signes cliniques

1.2. Agent pathogene

1.3. Occurrence

1.4. Inscrite sur la liste de I'Organisation mondiale de la santé animale (OMSA) ?

2. Informations techniques

2.1. L'agent pathogene (Cette partie a souvent été supprimée)
Description de l'agent pathogéne

2.2. Pathogénése

Généralités (bréves)

Reproduction (partie plus détaillée)

- L'agent pathogene a-t-il été trouvé dans I'environnement ovarien/oviducal/utérin (OOU)
9

- La présence de 1'agent causal dans I'environnement OOU est-elle compatible avec
I'obtention d'embryons viables ?

2.3. Signes cliniques

Généraux

Reproduction

2.4. Epidémiologie

Période d'incubation et d'infection

Principales causes de transmission - existe-t-il des preuves de transmission par le biais du
transfert d'embryons ?

Combien d'embryons ont été transférés avec ou sans transmission de la maladie ?

Tout élément indiquant que 1'agent pathogeéne pourrait €tre transféré par le transfert
d’embryon

2.5. Diagnostic

Observations générales (breéves)
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3. Conclusions

3.1. Embryons dérivés in vivo

L'agent responsable a-t-il été trouvé dans le liquide de rincage ?
L'agent causal adhére-t-il a 1a zone pellucide ?

L'agent causal est-il éliminé par le lavage de I'embryon ?

Des traitements spéciaux (par exemple la trypsine) permettent-ils d'éliminer ou
d'inactiver 1'agent causal ?

Les résultats négatifs ou positifs ont-ils été reproduits par le méme investigateur ou par
des investigateurs différents ?

3.2. Embryons produits in vitro

L'agent causal a-t-il été trouvé dans les follicules, les liquides folliculaires et les lavages ?
4. Recommandations du sous-comité de réglementation

4.1. Embryons produits in vivo

Quelle catégorie ? - Pourquoi ?

4.2. Embryons produits in vitro

Quelle catégorie ? - Pourquoi ?
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Annexe 7 : Résumé accepté pour le congreés de PIETS 2025

Toward a New Recategorization for Pathogen Risk Transmission via In-Vivo Derived
(IVD) and In-Vitro Produced (1VP) Embryos: An International Survey to Facilitate the
Recategorization Mission

Hugo De Mori', George Perry?, Lamia Briand-Amirat?

1: Oniris, Nantes Atlantic Veterinary College, Nantes, 44307, France
2: IETS Health And Safety Advisory Committee Chair, Jerrabomberra, NSW, 2619, Australia

One of the Health and Safety Advisory Committee (HASAC) project underway is the recategorization
of risk of transmission of pathogens via in-vivo derived (IVD) and in-vitro produced (I\VVP) embryos. To
replace current IETS Categorization system which cover only IVD embryos, being unsuitable for VP
embryos, the International Embryo Technology Society (IETS) is moving toward a new IETS
categorization system that covers both IVD and IVP embryos. The new system provides for three
categories of risk instead of four categories -Category 1 (Negligible risk of transmission), Category 2
(Unknown risk of transmission), Category 3 (Non-negligible risk of transmission). The list of pathogens
for each category will be published in the IETS Manual 5th edition. At the last HASAC meeting held in
Denver, USA in January 2024, members of the Research subcommittee concluded that the majority of
pathogens, especially for IVP embryos, belong to category 2: unknown risks (because of lack of studies).
As there is a long list of pathogens to review, the Research subcommittee decided to focus only on
pathogens of interest in international embryo trade. The purpose of this survey sent to embryo transfer
practitioners and embryologists was to help the IETS identify those pathogens that were assessed to be
important to international trade. We obtained 23 responses from practitioners, predominantly from the
United States (56.5%), with additional responses from Finland, United Kingdom, France, Romania,
Australia, Japan, and South Africa. This geographic skew suggests that the resulting data may reflect
Western, particularly U.S., regulatory perspectives. Notably, there were no responses from South
America and minimal representation from Asia and Africa. The respondents, who primarily work with
bovine embryos, provided a ranked list of diseases for both types of embryo transfers and also for sperm
(table 1). This list will guide further research and categorization efforts, enhancing the understanding of
pathogen risks and informing future regulations. The returned completed surveys were then analyzed,
the results published, and subjected to further research to determine the proper categories for the
pathogens of major concern to international trade.

IVD embryos IVP embryos Sperm

Bluetongue virus

Bluetongue virus . . . )
g Bovine viral diarrhoea virus

Bluetongue virus

Bovine viral diarrhoea virus . Bovine viral diarrhoea virus

. ) Mycoplasmosis .
Bovine herpersvirus . Leptospirosis
. Schmallenberg disease . . o
Tuberculosis o Epizootic hemorragic disease
. Leptospirosis
Mycoplasmosis Enzootic bovine leukosis (EHD)
Enzootic bovine leukosis Enzootic bovine leukosis

Mycobacterium
paratuberculosis Tuberculosis
Bovine herpersvirus

Mycobacterium
paratuberculosis

Schmallenberg disease
Bovine herpersvirus

Tableau 10 : List of diseases of importance regarding trade international respondents n=23
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Propositions de
recategorisation des
pathogenes

6 pathogénes étudiés :

1. Le virus de la fievre catarrhale ovine
2. Le virus de la diarrhée virale bovine
3. L’herpesvirus bovin de type 4
4. Mycoplasma bovis
5. Le virus de la leucose bovine

6. Leptospira serovar Hardjo
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I. Fievre catarrhale ovine

La Fiévre catarrhale ovine (FCO) peut aussi étre appelée maladie de la langue bleu ou
bluetongue virus (BTV).

1. Généralités

1.1. Cause de la maladie

La fievre catarrhale ovine est une maladie virale des ruminants transmise par les
insectes, appartenant au genre Orbivirus de la famille des Reoviridae (Mertens et al. 2005). Il y
avait 27 sérotypes de BTV en 2019 (Maclachlan et al. 2019), caractérisés par des différences
dans leurs antigénes de surface, mais des sérotypes supplémentaires sont continuellement
identifiés. En 2023, 29 sérotypes ont été signalés (The Pirbright Insitute, 2023). Au sein d'un
sérotype, la pathogénicité et les signes cliniques peuvent varier considérablement.

Les ruminants et les camélidés sont sensibles a l'infection, mais l'issue clinique de
l'infection est variable. Les ovins sont les especes de bétail les plus gravement touchées, la
maladie se caractérisant par une cyanose des muqueuses accompagnée d'hémorragies et
d'cedémes étendus. Les bovins sont le principal hote de maintenance vertébré du virus et, méme
si l'infection se produit, les signes cliniques ne sont généralement pas observés (Ministere de
I’agriculture, 2011).

Les infections chez les bovins et les caprins sont généralement subcliniques dans les
zones endémiques. Ces especes sont plus susceptibles d'étre touchées lorsqu'une population
naive est exposée pour la premiere fois au virus de la fievre catarrhale, comme lors des récentes
épidémies de sérotype 8 en Europe. Les cas cliniques ressemblent a la maladie chez les ovins,
mais ont tendance a étre plus bénins (CFSPH, 2015).

La fievre catarrhale ovine était listée comme une catégorie 2 (preuve d’un risque
transmission négligeable) selon I’ancienne catégorisation de ’IETS.

1.2. Occurrence

Le virus de la fievre catarrhale ovine est largement répandu dans les régions ou l'insecte
vecteur (le moucheron piqueur Culicoides spp.) est présent, notamment en Afrique, en Asie, en
Australie, en Europe, en Amérique du Nord et dans plusieurs iles des régions tropicales et
subtropicales. Le virus se maintient dans les zones ou le climat permet aux moucherons
piqueurs de survivre pendant I'hiver (OMSA, 2021). Le BTV est traditionnellement présent
dans la plupart des pays situés entre 50° de latitude nord et 35° de latitude sud, ou les conditions
climatiques sont propices a la survie de l'insecte vecteur. La répartition des sérotypes en Europe
et leur découverte sont indiquées dans les Figures 19 et 20.
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Figure 19 : Sérotypes de la FCO (ou BTV) sur le pourtour
méditerranéen de 1999 a 2004 (Gerbier et al., 2004)

Normixo de toyers

Figure 20 : Evolution des foyers de FCO-8 (ou
BTV-8) en Europe de 2014 a 2017 (Lorusso et
al., 2018)

1.3. Inscrite sur la liste de I'Organisation mondiale de la santé animale
(OMSA) ?

Le BTV est une maladie inscrite sur la liste de 'OMSA depuis 2023 (OMSA, 2023a).

2. Informations techniques

2.1. L'agent pathogéne

Sur les 29 sérotypes précédemment cités, certains portent des noms supplémentaires
(par exemple, Toggenburg orbivirus pour la souche prototype du sérotype 25). Les isolats
difféerent en termes de virulence, et certaines souches semblent provoquer peu de signes
cliniques. Comme d'autres virus tels que le virus de la grippe, les virus de la fiévre catarrhale
peuvent se réassortir et se recombiner pour produire de nouveaux variants. Les virus de la fi¢vre
catarrhale sont étroitement liés aux virus du sérogroupe de la maladie hémorragique épizootique
(MHE), un facteur qui peut influencer le développement et/ou la sélection de certains tests de
diagnostic (CFSPH, 2015). L’agent pathogene est schématisé dans la Figure 21.
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VIRUS DE LA FIEVRE CATHARRALE OVINE

Famille : Reoviridae
Genre : Orbivirus

24 sérotypes
Pas de protection croisée.

Taille : 60 a 80 nm

Virus a ARN segmenté, non enve-
loppé, entouré d’'une nucléocapside.
Membrane externe.

Tres résistant en présence de
protéines.

Virus de la fievre catarrhale ovine.

Figure 21 : Virus de la fievre catarrhale ovine (FCO), schématisation (gauche) et résumé des
caractéristiques (droite) (Ministere de I’agriculture, 2011)

2.2. Pathogénése

Chez les animaux qui présentent des signes cliniques, le BTV provoque des 1¢ésions des
parois des vaisseaux sanguins qui se traduisent par des ocedémes, des hyperémies, des
hémorragies et des infarctus, en particulier au niveau des voies respiratoires et du tractus gastro-
intestinal supérieur. La coagulation intravasculaire disséminée peut également se produire chez
les moutons et les cerfs de Virginie gravement touchés (MacLachlan, 2009). Le BTV est présent
dans les globules rouges, méme en présence de titres d'anticorps €levés, pendant une période
pouvant aller jusqu'a 8 semaines (Schwartz-Cornil, 2008). Le virus est présent de manicre
transitoire dans le sérum et les monocytes.

Concernant I’effet du pathogene sur la reproduction, il est important de savoir si I’agent
pouvait se retrouver dans 1’environnement reproducteur des animaux.

Chez les bovins :

- En 1983, Bowen et al ont retrouvé le BTV dans 55 % des liquides de ringage provenant
de ringages non chirurgicaux de donneurs virémiques, probablement a la suite d'une
contamination par des cellules sanguines.

- En 1985, Thomas et al ont transféré des embryons contaminés avec du BTV dans 16
receveuses, aucune n'a développé d'anticorps lors du vélage et aucun virus n'a été isolé
dans les liquides de ringage utérin.

- En 1990, Schlafer et al ont inséminé trois fois, a 12 heures d'intervalle, deux vaches
séronégatives avec du sperme chargé de virus et contenant du BTV. Aprées le ringage,
les deux vaches ont été euthanasiées et de nombreux tissus, en particulier de l'appareil
reproducteur, ont été prélevés et testés en culture cellulaire pour détecter la présence du
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virus. La présence du BTV a été¢ montrée par l'isolement du virus en culture cellulaire
dans le cas des deux animaux.

- Schlafer et al (1990) ont également inséminé trois vaches séronégatives avec du
sperme exempt de BTV et leur ont inoculé 1 ml de BTV par voie intramusculaire. Cinq
jours plus tard, chaque vache a fait 1'objet d'un ringage a la recherche d'embryons. Une
vache a produit 2 embryons et aucun virus n'a pu étre mis en évidence dans ces
embryons. Les 2 autres n'ont pas produit d'embryons. Immédiatement apres le flushing,
les 3 vaches ont été euthanasiées et les tissus ont été prélevés pour l'isolement du virus.
Aucun virus n'a été isolé dans I'appareil reproducteur ou le sang de la vache qui a produit
les 2 embryons. Cependant, le virus a été isolé en culture cellulaire a partir du sang et
d'au moins un tissu reproducteur des deux autres vaches.

Concernant le BTV-8, la revue de Dal Pozzo de 2009 a noté qu'il y avait en Europe une
incidence accrue de troubles de la reproduction (avortement, mortinatalité et anomalies
congénitales) directement causés par l'infection de la mére a différents stades de la gestation.
La transmission transplacentaire a toutefois joué un role important dans le maintien et la
propagation du BTV-8 en Europe en 2006. En effet, lorsqu’une mere est contaminée par le
BTV-8, elle a 10% de chance de le transmettre au nouveau-né (De Clercq et al. 2008).

Chez les ovins, aucune référence spécifique a ce sujet n'a pu étre trouvée. Cependant, la
découverte que des moutons naturellement infectés pouvaient transmettre la fievre catarrhale
du mouton a des receveurs implique que le virus circule au sein des établissements de transfert
d’embryons (Gilbert, 1987). L'infection expérimentale d'ovins par la souche européenne du
BTV-8 apermis de détecter I'ARN du BTV dans de nombreux tissus, y compris l'utérus (Worwa,
2010).

Il est ensuite intéressant de savoir si des animaux contaminés pouvaient donner des
embryons viables.

Chez les bovins, les seules références trouvées sur le sujet concernent le BTV-8. Dans
le cas du BTV-8, bien qu'aucune ¢tude n'ait pu €tre trouvée sur un lien direct entre la présence
de I'agent causal et I'obtention d'embryons viables, il existe des données sur le taux de gestation
et de mortalité foetale chez les vaches séropositives comparées aux vaches séronégatives. Le
taux de gestation est plus élevé et la mortalité foetale plus faible chez les vaches séronégatives
que chez les vaches séropositives (Ponsart, 2010).

Chez les ovins, aucune référence spécifique aux embryons viables de moutons n'a pu
étre trouvée.
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2.3. Signes cliniques

Chez les bovins, avant l'apparition des foyers de BTV-8 en Europe, le BTV chez les
bovins était considéré comme subclinique (Barratt-Boyes, 1995). Les quelques cas de maladie
se caractérisaient par une légere réaction fébrile, une inappétence, une dermatite et une
stomatite (Fabiana Dal Pozzo, 2009). Dans le cas du BTV-8 chez des bovins naifs, les cas
cliniques ressemblent a la maladie chez les ovins, mais ont tendance a étre plus légers. Les
signes rapportés chez les bovins comprennent l'inappétence, la léthargie, I'eedéme facial,
I'cedéme sous-mandibulaire, 1'inflammation buccale avec des vésicules ou des ulcéres dans la
bouche, une salivation excessive, un écoulement nasal, une fréquence respiratoire élevée,
',cedéme des membres distaux et I'hyperémie de la bande coronaire avec boiterie. Le museau de
certains bovins présente un aspect brilé et fissuré. La température corporelle est parfois
normale. Les bovins peuvent également présenter diverses lésions cutanées, notamment une
dermatite vésiculaire et ulcéreuse, une dermatite périoculaire, des lésions nécrotiques, une
desquamation de la peau affectée et une photodermatite. Dans certains cas, la peau peut
présenter des plis épais et des fissures, en particulier autour du garrot et du cou. Des déces sont
possibles, mais peu fréquents (CFSPH, 2015).

Chez les ovins, les animaux infectés par le virus de la fiévre catarrhale ovine peuvent
rester asymptomatiques ou devenir légérement a gravement malades. Les signes cliniques
courants comprennent la fiévre et la dépression, un écoulement nasal séreux a mucopurulent,
qui peut former des crotltes autour des narines, et une hyperémie du museau, des muqueuses
buccales et nasales, de la conjonctive et de la bande coronaire des sabots (CFSPH, 2015).

Les chevres sont semblables aux bovins, avec des signes généralement considérés
comme subcliniques, sauf dans les nouveaux foyers de souches du BTV-8. Chez les chévres
naivement affectées par le BTV-8, des signes cliniques similaires a ceux des bovins infectés par
le BTV-8 sont observés (CFSPH, 2015).

Avec notre objectif de catégorisation de la maladie, il est également essentiel de se
concentrer plus en détail sur les signes cliniques affectant la reproduction.

Chez les bovins, la maladie avant le sérotype 8 était considérée comme subclinique,
aucun signe spécifique de reproduction n'a été observé. Les bovins infectés par le BTV-8, en
particulier les troupeaux naifs, peuvent présenter les signes cliniques suivants : "Des 1ésions du
pis et des trayons, telles que 1'érythéme, les ulceres, les fissures et les Iésions nécrotiques, ont
été signalées chez les bovins, et la production de lait peut étre diminuée. Des avortements et
des mortinaissances ont été signalés... et des anomalies congénitales, y compris des lésions du
systéme nerveux central, ont été observées chez les veaux nouveau-nés. Une stérilité temporaire
peut étre observée chez les taureaux." (CFSPH, 2015). Il a ét¢ démontré que le taux de mortalité
feetale augmentait chez les vaches positives au BTV-8 (Ponsart, 2010). Aux Pays-Bas, les
vaches infectées par le BT V-8 présentaient cinq fois plus de risques de fertilité réduite dans les
56 jours suivant la premiere insémination que les vaches non infectées (Santman-Berends et al.
2010).

Chez les ovins, les brebis gestantes peuvent avorter ou donner naissance a des agneaux
mort-nés ou présentant des lésions du systeéme nerveux central (SNC), des lésions rétiniennes
et/ou des malformations squelettiques. Les 1ésions du SNC peuvent se traduire par des signes
neurologiques ou par des agneaux "mannequins" qui ne peuvent pas boire du lait ou suivre la
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brebis. Les syndromes spécifiques varient en fonction du stade de la gestation, et les agneaux
infectés plus tard au cours de la grossesse peuvent naitre normaux (CFSPH, 2015).

2.4. Epidémiologie

Chez les bovins, la période d'incubation est de quatre a huit jours. La virémie est
détectable trois jours apres l'infection et dure souvent moins de quatre semaines, mais peut
exceptionnellement persister pendant huit semaines. Les anticorps sont généralement détectés
pour la premiére fois une a deux semaines apres l'infection et restent détectables pendant au
moins 60 jours. Le code terrestre de ’OMSA (OMSA, 2023a) définit la période infectieuse d'un
animal virémique pour le BTV comme étant de 60 jours aprés l'infection (article 8.3.1). Les
rapports sur les états porteurs sont généralement limités a la littérature ancienne, avant que les
chercheurs ne reconnaissent l'importance de la réinfection multiple des animaux avec différents
sérotypes de BTV (Geering, 1995). Dans une étude, la virémie a pu étre détectée dans le BT V-
8 au cinquiéme jour apres l'infection par isolement viral et test de transcriptase inverse et de
réaction en chaine de la polymérase (RT-PCR). La virémie pouvait ensuite étre détectée jusqu'a
39 jours par l'isolement viral, méme s’il n’est pas détecté par RT-PCR, ce qui implique que
I'animal était infectieux jusqu'a au moins 39 jours (Di Gialleonardo, 2011). Une virémie
observée 5 jours apres l'infection au BT V-8 correspond a la période d'incubation rapportée chez
les bovins pour d'autres souches. Il a été constaté qu'il est probable que les anticorps puissent
persister pendant une longue période, voire des années, apres une infection naturelle ou une
vaccination contre le BT V-8 (Bournez, 2018)

Chez les ovins, la période d'incubation varie généralement de 4 a 7 jours et la virémie
dure environ 7 jours, avec un maximum de 20 jours (Geering, 1995). Bien qu'il n'ait pas ¢té
possible de trouver une référence sur la durée exacte de la circulation des anticorps, une ¢tude
a montré que, pour le BTV-1, les niveaux d'anticorps atteignaient leur maximum et
commencaient a diminuer 10 jours apres l'infection, mais la durée totale de la circulation des
anticorps n'a pas pu étre déterminée car cette ¢tude n'a duré que 15 jours (Sanchez-Cordon,
2013). La virémie chez les animaux non vaccings, a été détectée par RT-PCR entre 2 et 4 jours,
et s'est poursuivie jusqu'a la fin des 22 jours de 1'étude, et vraisemblablement au-dela, pour la
plupart des animaux échantillonnés (Moulin, 2012). Lorsque les ovins sont infectés par le BT V-
8 dans des conditions de laboratoire, il a ét¢ démontré que les anticorps atteignaient leur
maximum a un moment similaire a celui du BTV-1, avec seulement un jour de différence
(Sanchez-Cordon, 2013).

Apres cette introduction concernant 1’incubation et la période durant laquelle 1’animal
est encore excréteur, les voies d’infection par 1’agent pathogeéne vont étre présentées.

Le virus de la fievre catarrhale du mouton est principalement transmis par des
moucherons piqueurs du genre Culicoides, qui sont des vecteurs biologiques. Ces moucherons
peuvent voler sur de courtes distances (1 a 2 km), mais le vent peut les entrainer beaucoup plus
loin. Parmi les especes connues pour étre des vecteurs efficaces, citons Culicoides sonorensis
aux Etats-Unis, C. brevitarsis en Australie et dans certaines parties de 1'Asie, C. imicola en
Afrique, au Moyen-Orient, en Europe du Sud et dans certaines parties de 1'Asie, C. bolitinos
(représenté Figure 22) dans certaines régions plus froides de 1'Afrique et C. insignis dans les
Caraibes, en Amérique centrale et en Amérique du Sud et dans certaines parties des Etats-Unis.
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D'autres arthropodes piqueurs, tels que les cloportes (Melophagus ovinus), les poux du bétail
(Haematopinus eurysternus), les tiques et les moustiques, pourraient étre capables de
transmettre le virus par voie mécanique, mais leur rdle, s'il existe, est considéré comme mineur
(CFSPH, 2015). Bien qu'il existe plus de 1400 especes de Culicoides dans le monde, moins de
20 sont des vecteurs connus du virus de la fievre catarrhale ovine (Ministére de I’agriculture et
de la souveraineté alimentaire, 2011).

v

Figure 22 : Culicoides imicola femelle. Photo : B. Mathieu (Source : Ministere de
l’agriculture et de la souveraineté alimentaire, 2011)

Le virus de la fievre catarrhale du mouton peut également se propager mécaniquement
sur le matériel chirurgical et les aiguilles. Certaines souches de terrain et vaccinales atténuées
peuvent infecter le feetus in utero. Certains de ces animaux peuvent naitre infectés et introduire
le virus dans de nouvelles régions si la mere est déplacée. Le virus de la fievre catarrhale du
mouton peut survivre I'hiver dans certaines régions froides, par des mécanismes inconnus.
(CFSPH, 2015). Le BTV ¢était généralement considéré comme non contagieux, jusqu'a ce que
la transmission transplacentaire de la souche nord-européenne du BTV-8 soit démontrée (De
Clercq, 2008).

Concernant le sperme, des études ont montré que le sperme contenant le virus du BTV
peut provoquer une infection chez les receveuses inséminées artificiellement (Thomas, 1985).

En Australie, les taureaux adultes infectés expérimentalement par le sérotype 1 cultivé
en laboratoire (dans 1’étude défini comme « adapté au laboratoire ») ou par le sérotype 23
sauvage (défini comme « non adapté »), reconnu comme le sérotype le plus virulent en
Australie, peuvent excréter le virus dans le sperme au début de la virémie, méme en présence
d'anticorps circulants. Le virus peut étre détecté dans le sperme jusqu'a dix jours apres la fin de
la virémie, mais il n'a pas pu étre identifi¢ dans le sperme de jeunes taureaux infectés
expérimentalement par un virus cultivé en laboratoire ou par un virus sauvage non adapté
(Melville, 1994).
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Le BTV-8 présente des caractéristiques communes avec les souches adaptées au
laboratoire et peut étre excrété dans le sperme (Vanbinst, 2010). La période de I'année a laquelle
le sperme est collecté peut modifier le risque de contamination par le BTV. Le sperme collecté
pendant la période de faible activité du vecteur, lorsque la transmission du BTV est réduite, est
moins susceptible d'étre infecté par le virus.

Il a ét¢ démontré que les taureaux naturellement infectés par le BTV-8 peuvent
transmettre le BTV-8 aux génisses en utilisant du sperme congelé et décongelé (Clercq, et al.,
2021).

Chez les bovins, les premicres études concernant des embryons produits in vitro ont
montré que malgré 1'adhérence du BTV aux embryons bovins par rapport a d'autres virus
(Gillespie, 1990), les procédures de lavage et de manipulation de 1TETS semblaient
systématiquement éliminer le risque d'infecter les receveurs avec des souches de virus adaptées
au laboratoire et des souches de terrain (Acree, 1991 ; Bowen, 1983a ; Bowen, 1983b). Les
recherches ont montré que le lavage de I'l[ETS et le traitement a la trypsine ne parvenaient pas
a ¢liminer le BTV-8 des embryons dérivés in vivo et que le BTV-8 était transmis aux vaches
receveuses apres le transfert d'embryons (Haegeman, 2019 ; Vandaele, 2011 ; Penido, 2013).
Rien ne prouve que le lavage de I'lETS et le traitement a la trypsine puissent éliminer le BTV
des embryons bovins produits in vitro. Une étude de 2013 a montré que le lavage de I'ETS et
le traitement a la trypsine n'ont pas permis d'é¢liminer le BTV-8 des embryons bovins produits
in vitro (Penido et al. 2013).

Chez les ovins, d’anciennes études indiquent que les embryons prélevés sur des moutons
infectés naturellement ou expérimentalement par le BTV ne transmettent pas le virus aux brebis
receveuses ou a leurs agneaux. (Hare, 1988 ; Singh, 1997).

Le BTV contamine facilement les embryons lavés qui ont ét€ exposés au virus in vitro
ou prélevés sur des brebis virémiques (Singh, Dulac, & Henderson, 1997 ; Venter, 2005).

2.5. Diagnostic

Le virus de la fiévre catarrhale peut étre détecté dans le sang d'animaux vivants et dans
des échantillons de rate, de ganglions lymphatiques ou de moelle osseuse prélevés lors de
l'autopsie. Les RT-PCR sont largement utilisés pour identifier I'ARN viral dans les échantillons
cliniques et peuvent ¢galement identifier le sérotype. La sérologie permet d'identifier les
animaux qui ont été infectés ou exposés au virus de la fievre catarrhale. Les anticorps
apparaissent généralement 7 a 14 jours apres l'infection et sont habituellement persistants
(CFSPH, 2015).
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3. Conclusions

3.1. Embryons dérivés in vivo

Chez les bovins, le BTV a été retrouvé dans 55 % des fluides de ringage de donneurs
virémiques non chirurgicaux, probablement a la suite d'une contamination par des cellules
sanguines (Bowen, 1983a). Aucune autre mention n'a été¢ trouvée. Comme indiqué dans le
paragraphe 2.2.4 « Epidémiologie », des études ont montré que les procédures de lavage et de
manipulation éliminent systématiquement le risque d'infection pour les souches autres que le
BTV-8. De nombreuses ¢études ont montré que les procédures de I'lETS semblent éliminer le
risque d’infection par des sérotypes autres que le BTV-8.

Dans le cas du BTV-8 chez les bovins, dans les études trouvées, il n’est fait aucune
mention de l'agent causal dans le liquide de rincage. Les recherches ont montré que le lavage
préconisé par I'lETS et le traitement a la trypsine n'ont pas permis d'éliminer le BTV-8 des
embryons bovins dérivés in vitro et produits in vivo. Le transfert d'embryons lavés et traités a
entrainé une virémie chez les vaches receveuses (Vandaele, 2011). Comme indiqué dans le
paragraphe 2.2.4 « Epidémiologie », la recherche a montré que le lavage selon le protocole
IETS et le traitement a la trypsine n'étaient pas efficaces. Au moins deux études portant sur le
BTV-8 et réalisées a partir d'embryons bovins in vivo confirment des résultats positifs.

Chez les ovins, aucune mention d'un agent causal dans les liquides de ringage n'a pu étre
trouvée. D'aprés les articles de la mise a jour HASAC de I'[ETS (IETS, 2020), bien qu'il existe
des preuves de l'efficacité du lavage, les recherches sont moins nombreuses que pour les bovins
et les résultats sont mitigés. Les embryons qui ont ét€ mal lavés aprés avoir été prélevés sur des
brebis virémiques ont provoqué une sé€roconversion chez les receveuses (Gilbert, 1987).
Cependant, le lavage selon les protocoles de I'lETS a empéché la séroconversion des receveurs
(Hare, 1988 ; Singh et al. 1997 ; Venter, 2011). Toutefois, il a également été constaté que des
embryons de moutons exposés in vitro au BTV, lavés 10 fois conformément aux
recommandations de I'lETS, se sont révélés positifs au BTV apres le lavage (Singh et al., 1997).
Une étude a montré que la procédure de lavage selon le protocole de la SET comprenant de la
trypsine éliminait I'agent (Venter, 2011). Selon la mise a jour des recherches de I'TETS HASAC
(IETS, 2020), il y a plusieurs résultats négatifs et quelques résultats positifs. Plus de recherches
seraient donc nécessaires pour parvenir a catégoriser la maladie.
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3.2. Embryons produits in vitro

Chez les bovins, aucune mention spécifique n'a été trouvée dans les 18 articles examingés
traitant de cette espéce.

Dans le cas du BTV-8 chez les bovins, aucune mention spécifique n'a été trouvée dans
les 5 articles examings traitant de ce sérotype.

Chez les ovins, aucune mention spécifique n'a été trouvée dans les 7 articles examinés
traitant de cette espece.

4. Recommandations

4.1. Embryons produits in vivo

Chez les bovins (a l'exception du BTV-8) : Catégorie 1 - Risque négligeable - les
maladies ou agents pathogénes sont ceux pour lesquels le risque de transmission a été évalué et
pour lesquels il n'y a pas de preuve de transmission, lorsque les procédures de manipulation
sont respectées.

Cas du BTV-8: Catégorie 3 - Risque non négligeable - les maladies ou agents
pathogeénes sont ceux pour lesquels le risque de transmission a été évalué et pour lesquels il
existe des preuves de transmission.

Chez les ovins : Catégorie 2 - Risque inconnu - les maladies ou agents pathogénes sont
ceux pour lesquels le risque de transmission a été évalué, mais les conclusions des travaux
publiés sont incertaines.

4.2. Embryons produits in vitro

Chez les bovins (a I'exclusion du BTV-8) : Catégorie 2 - Risque inconnu - la probabilité
de pénétration et/ou d'exposition est inconnue (travaux publiés a I’heure actuelle en nombre
insuffisant)

Cas du BTV-8 : Catégorie 2 - Risque inconnu - la probabilité de pénétration et/ou
d'exposition est inconnue (travaux publiés a I’heure actuelle en nombre insuffisant)

Chez les ovins : Catégorie 2 - Risque inconnu - la probabilité¢ de pénétration et/ou
d'exposition est inconnue (travaux publiés a I’heure actuelle en nombre insuffisant)
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I1. Diarrhée virale bovine

1. Généralités

1.1. Signes cliniques

La diarrhée virale bovine (BVD) est la maladie bovine la plus répandue dans le monde
(Lanyon, 2014). Elle est responsable de pertes financiéres dues a ses diverses manifestations
cliniques. Les pertes économiques sont dues d’une part aux effets sur le bétail
(immunosuppression et augmentation de la morbidité et de la mortalité, réduction du succes a
la premiére insémination, allongement des intervalles entre les vélages et réduction de la
production laiti¢re), et d’autre part aux effets directs sur le veau (mort embryonnaire précoce,
malformations congénitales) (Richter, 2017). La pathogénicité est complexe et variable, avec
une infection avant et apres la gestation (Lanyon, 2014). En outre, 1'impact du virus dépend de
la prévalence de la maladie, du moment et de la durée de l'infection, des infections
concomitantes, de la virulence de la souche virale, de I'immunité du troupeau et du niveau de
production (Richter, 2017).

1.2. Agent pathogéne

La BVD est causée par le virus de la diarrhée virale bovine (BVDV), un Pestivirus de
la famille des Flaviviridae. Il existe deux génotypes principaux, le BVDV-1 et le BVDV-2,
basés sur des différences génétiques et antigéniques. Il existe deux biotypes de BVDV : non
cytopathogéne (NCP) et cytopathogene (CP) (Lanyon, 2014).

Les bovins sont les hotes naturels des especes types de pestivirus, mais l'infection par le
BVD a ét¢ démontré chez de nombreuses autres especes. L'infection persistante par le BVDV
est documentée chez les alpagas, les cerfs souris, les chevres de montagne, les cerfs a queue
blanche, les moutons et les chevres (Brodersen, 2014).

La BVD ¢était listée comme une catégorie 3 (une étude préliminaire indique un risque de
transmission négligeable si les embryons sont correctement manipulés) selon 1’ancienne
catégorisation de I’IETS.

1.3. Occurrence

Le BVDV-1 est plus fréquemment rencontré, mais la prévalence du BVDV-2 peut étre
plus élevée en Amérique du Nord. En 2016, les prévalences mondiales regroupées du virus de
la diarrhée virale bovine de l'infection persistante allaient de faibles (<0,8% pour I’Europe,
Amérique du Nord, Australie), moyennes (>0,8% a 1,6% pour I’ Asie de I'Est) a élevées (>1,6%
pour I’ Asie de I'Ouest) ; ces informations sont synthétisées et complétées dans la Figure 23. Les
prévalences de l'infection persistante et des anticorps positifs en Europe ont diminué au fil du

-94-



temps, tandis que la prévalence du BVDV a augmenté en Amérique du Nord (Scharnbock,
2018).

a) e

Figure 23 : Prévalence du BVD dans le monde (Scharnbock, 2018).
a, b, ¢, prévalence sur animaux ; d, e, f, prévalence sur troupeaux ; PI, infectés permanents ;
Ab, anticorps
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1.4. Inscrite sur la liste de 1'Organisation mondiale de la santé animale
(OMSA) ?

La diarrhée virale bovine a été ajoutée a la liste des maladies de 'OMSA en Mai 2005
(Gunn, 2005).

2. Informations techniques

2.1. L'agent pathogéne

L'agent causal de la diarrhée virale bovine est un virus enveloppé a ARN linéaire simple
a brin positif. Il s'agit d'une particule sphérique de 40 a 50 nm de diamétre comprenant une
capside de 30 nm (Ridpath, 2008). I1 est étroitement li¢ aux virus de la maladie de le Border
chez les ovins ou de la peste porcine classique (OMSA, 2015). Ce virus est schématisé en Figure
24,

Quel que soit le génotype, il existe deux biotypes de BVD : le non cytopathogene (NCP)
et le cytopathogéne (CP) en fonction de leurs effets sur les cellules cultivées plutét que sur
'h6te infecté (Lanyon, 2014). Les biotypes CP sont connus pour induire I'apoptose cellulaire in
vitro (Ridpath, 2008). En général, les biotypes NCP circulent davantage et sont plus souvent
responsables de la maladie que les biotypes CP. Le BVDV n'est pas affecté par le froid.
Cependant, en tant que virus enveloppé, il est assez sensible aux solvants organiques et aux
détergents. D'autres techniques ont également été décrites pour inactiver le virus, telles que le
traitement a la trypsine, I'éthylénimine, le rayonnement par faisceau d'électrons et le
rayonnement gamma (Ridpath, 2008).

Envelope
El
E2
Eros

RNA

Nucleocapsid protein C

Figure 24 : Schéma de la structure morphologique du virus du BVD (Chi et al., 2022)
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2.2. Pathogénése

L'infection par la BVD présente de nombreux aspects cliniques. Les deux génotypes de
BVD sont assez similaires méme si le génotype 2 est considéré comme plus virulent. Cependant
le tropisme du BVD varie en fonction de la souche. Les souches NCP sont plus susceptibles
d'infecter les leucocytes, les organes lymphoides et les cellules épithéliales des voies
respiratoires. Les souches CP, quant a elles, infectent de préférence les cellules épithéliales.
Dans les deux cas, le BVDV s'intéresse aux cellules avec une multiplication importante. De
plus, la pathologie de la BVD comprend une phase de virémie qui permet au virus de se
retrouver dans I’ensemble de 1’organisme de 1’hote (Ridpath, 2008). Ce virus possede
¢galement la capacité a moduler la réponse immunitaire innée chez le foetus ce qui permet
souvent 1'établissement d'une infection persistante par la BVD. Cette modulation dégrade
¢galement la résistance des animaux aux infections. Ce virus s’attaque aux muqueuses ce qui
lui vaut parfois le nom de maladie des muqueuses lors que la maladie s’exprime sous sa forme
clinique (Brodersen, 2014)

Sur la reproduction, ce virus induit de nombreux changements. Les infections par la
BVD induisent un dysfonctionnement immunitaire et prédisposent les vaches a d'autres
maladies qui entrainent une mauvaise santé et une baisse de la fertilité. L'infection virale peut
¢galement tuer directement l'ovocyte, l'embryon ou le feetus, ou induire des Iésions qui
entrainent 1'avortement du feetus, la momification, la tératogenése et la naissance de veaux
malformés. On pense également que l'infection par la BVD perturbe le systéme endocrinien
reproducteur, les fonctions des leucocytes et des cytokines dans les organes reproducteurs. Des
¢tudes récentes ont mis en évidence la suppression de 1'immunité innée de 'endomeétre induite
par le virus, ce qui pourrait prédisposer a des maladies utérines. En outre, de nouveaux éléments
indiquent que la BVD peut potentiellement perturber la reconnaissance maternelle de la
gestation ou la protection immunitaire de I’embryon (Oguejiofor, 2019). Ces différents effets
sur la fertilité sont synthétisés dans la Figure 25.

Viral disruption of reproductive function in bulls

Bovine viral
diarrhoea virus

(BVDV) infection - ‘,'«'r-a-vi\rwﬁga ;f'»&’—“-'-i‘--"l|~'~~Bﬁ"“l"'f|ﬂ“'"na'
endocrine functions in cows

Viral degradation of the oocyte, embryo and
fetus

susceptibility to diseases

pregnancy recognition

Figure 25 : Mécanismes liant ’infection au BVD et l’infertilité chez les bovins (Oguejiofor,
2019)
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Une ¢étude in vitro a également confirmé que les spermatozoides et les ovocytes infectés
par le BVDV CP ou NCP ont un impact négatif sur I'attachement des spermatozoides a la zone
pellucide des ovocytes bovins et sur le taux de fécondation (Talebkhan Garoussi, 2011).

Enfin, une étude suggere que l'infection par la BVD peut nuire a la reconnaissance de la
gestation en inhibant I'effet de 1’interféron tau sur la production utérine de prostaglandines et
en induisant un changement endocrinien de la production de prostaglandines de PGF2a a PGE2
pour diminuer l'immunité utérine, prédisposant ainsi les vaches a une maladie utérine (Cheng,
2016).

De nombreuses ¢études indiquent que le BVDV se retrouve dans I’appareil génital des
femelles infectées. Le virus se retrouve dans 1’utérus ou il peut se localiser dans les cellules de
'oviducte (Booth, 1995), dans les cellules de type macrophage du stroma endométrial, dans le

mucus vaginal, dans les cellules épithéliales et non épithéliales de I'endometre et du myométre
(Fredriksen, 1999).

Cet agent pathogéne se retrouve également dans les ovaires et le liquide folliculaire et
de trés nombreux articles y font référence :

e Une étude de Oguejiofor de 2019 indique également que le BVDV est présent
dans les cellules épithéliales, lutéales, de la granulosa et les macrophages de
'ovaire et dans le liquide folliculaire. En outre, des antigénes viraux ont été
détectés dans les ovocytes de vaches infectées, dans les embryons et dans les
feetus.

e Brownlie et al. en 1997 ont recherché la souche non cytopathique du virus par
immunohistochimie sur deux génisses agées de 16 a 19 mois infectées de fagon
permanente (diagnostiquées par analyse sanguine). Ils ont constaté que plus de
18 % des follicules étaient infectés et que plus de 6 % des follicules possédaient
des ovocytes positifs a l'antigene viral.

e Fray et al. en 1998 ont effectué¢ le méme travail pour 3 génisses présentant une
infection persistante (PI). Ils ont isolé le virus sur un échantillon de chaque
ovaire et ont analysé la présence d'antigenes du BVDV par immunofluorescence
directe sur des cryosections. Ils ont trouvé des titres élevés de BVDV dans tous
les échantillons d'ovaires (6,97 + 0,17 log10 dose infectieuse de culture tissulaire
50/ml) largement distribués dans le stroma ovarien, la population de cellules du
cumulus et les ovocytes murissant dans les follicules primordiaux, primaires et
secondaires. Ils ont montré qu'il n'y avait pas de différence de niveau d’infection
entre les populations de follicules primordiaux, primaires et secondaires.

e Daniel et al. (1998) ont recherché le virus BVD dans le tissu ovarien de 12
génisses infectées de fagon aigué par la souche non cytopathique. Ils ont pratiqué
des ovariectomies entre 4 et 60 jours apres l'infection. Le BVDV a été isolé les
jours 6 et 8 aprés l'infection et l'antigéne viral a ¢été détecté par
immunohistochimie dans les cellules du systtme immunitaire et les cellules
stromales (cortex ovarien et oophorite) de 6 a 60 jours apres 1'infection.

e Le virus du BVD peut étre trouvé dans le tissu ovarien et en particulier dans les
fluides folliculaires. Aprés une infection, le BVDV peut persister dans les
follicules ovariens, les cellules de la granulosa et les ovocytes. Les parties
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avasculaires du tissu ovarien pourraient maintenir le BVDV en raison de
l'impossibilit¢ pour les cellules immunitaires de l'attaquer (Daniel Givens,
2013).

e Bielanski et al. (1998a) ont montré que la BVD pouvait étre détectée dans le
liquide folliculaire et les cellules de 1'oviducte chez des vaches infectées
expérimentalement. IlIs ont recherché la présence du virus dans le liquide
folliculaire apres avoir inoculé une souche non cytopathique du BVDV-2 a des
génisses pour produire des embryons. Ils ont finalement trouvé le virus
infectieux dans 55 % du liquide folliculaire et dans 10 % des cellules de
I'oviducte.

e Dans une autre é¢tude de 1993, Bielanski et al. ont montré que le BVDV était
détectable dans 4,7 % (dans une population d'étude de 85 vaches) du liquide
folliculaire d'ovaires collectés a l'abattoir (donc des vaches non inoculées
expérimentalement) et dans 1,2 % des cellules de 1'oviducte.

Le virus étant présent dans 1’environnement utérin, il est intéressant a présent d’étudier
si sa présence est compatible avec 1’obtention d’embryons viables.

Une étude de Tsuboi et Imada (1996) suggere que la réplication du BVD dans les cellules
autour des embryons n'a pas d'effet sur le développement de 1'embryon bovin. En outre, cette
¢tude montre que le BVDV se réplique bien dans les cellules épithéliales folliculaires. Une
¢tude sur les effets de I'exposition des ovocytes au virus de la diarrhée bovine suggere quant a
elle que les embryons produits in vitro provenant d'ovocytes infectés par le BVDV-1 et le
BVDV-2 se développent normalement, mais sont porteurs du virus (Da Silva, 2017).

Cependant, Gamlen et al. en 2010 ont comparé la morphologie des embryons de cing
vaches Holstein croisées, agées d'environ trois a sept ans, superovulées a l'aide de
gonadotrophine de sérum de jument gravide (PMSG) et de prostaglandine F2a (Prostin F2a),
inséminées avec du sperme congelé et dont la lumiére de la corne utérine droite a été inoculée
avec le virus de la BVD sept jours aprées I'lA. Un total de 22 embryons au stade de blastocyste
tardif sans zone pellucide a été récupéré : 12 provenant de cornes utérines infectées et 10
provenant de cornes utérines non infectées. Huit des 12 embryons provenant de cornes utérines
infectées (66,6%) possédaient encore la zone pellucide et semblaient dans un état dégénératif,
les 4 autres embryons étaient morphologiquement similaires & ceux provenant de cornes
utérines non infectées. Les auteurs ont analysé¢ les 8 embryons apparemment en état de
dégénérescence par un examen au microscope €lectronique et ont démontré la présence d'une
structure qui ressemblait morphologiquement au virus de la BVD. Ils ont donc proposé que le
virus de la BVD puisse affecter négativement les premiers stades de la gestation chez la vache.

Le virus semble donc selon ces études influencer le développement embryonnaire mais
pas ’empécher.
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2.3. Signes cliniques

La présentation clinique de l'infection par le BVDV dépend de la souche virale, du
biotype viral, de la virulence virale, de 1'dge de I'hdte, de 1'état reproducteur de 1'hote et des
infections concomitantes (Ridpath, 2008).

Les formes non reproductives de la maladie surviennent lorsque 1'animal infecté est un
adulte non gravide ou un animal prépubere. Les symptomes cliniques de la maladie causée par
le BVDV vont de 1'état subclinique au syndrome hémorragique aigu grave, la gravité de la
maladie dépendant de la souche.

En cas d'infection d'un adulte en gestation entre 30-40 jours et 125 jours de gestation
par un virus non cytopathique, le virus traverse le placenta et le futur veau devient un animal
infect¢ de maniere persistante : il s’agit d’un IPI. Les IPI sont des porteurs et des excréteurs
permanents du virus. Avec cette seule infection, les IPI sont asymptomatiques, mais ils sont
généralement réinfectés par un virus cytopathique et manifestent alors une maladie des
muqueuses. Cette maladie se caractérise par un large éventail de symptomes, mais elle se
termine toujours par la mort. Les symptomes emblématiques sont des Iésions érosives localisées
pour la forme aigué sur le nez et le tube digestif et pour la forme chronique sur les muqueuses,
la bouche et la peau (Trautwein, 1986). Ces Iésions sont visualisées sur la Figure 26.

1 : Planum nasale de bovin avec
des lésions sévéres d’ulcération
de I'épiderme

2. Larynx de bovin avec des
ulcéres séveres

3. (Esophage de bovin avec de
multiples ulcéres

4. Jéjunum de bovin présentant
une nécrose des plaques de
Peyer et une entérite catarrhale

Figure 26 : Lésions provoquées par le BVD, forme maladie des muqueuses (Brodersen, 2014)

Les effets de l'infection aigu€ par le BVDV sur la reproduction comprennent une
réduction des taux de conception, une mortalité embryonnaire précoce, des avortements et des
malformations congénitales (Lanyon, 2014). Les effets de 'infection sur le feetus dépendent de
la souche virale et de 1'état d'avancement de la gestation. Nous avons déja vu que l'infection
entre 30-40 jours et 125 jours produisait des veaux IPI. L'infection entre 80 et 150 jours de
gestation peut entrainer des effets tératogenes chez le feetus. Ces effets comprennent I'atrophie
cérébelleuse, la dégénérescence oculaire, le brachygnathisme, la formation de pseudokystes
dans le cerveau et le retard de croissance du thymus, des os et des poumons. A ce stade,
l'infection peut également entrainer un avortement sans aucun impact sur la vache (Lanyon,

-100 -



2014). Enfin, elle peut induire une hypoplasie cérébelleuse qui se traduit par des veaux
ataxiques a la naissance (Trautwein, 1986).

2.4. Epidémiologie

Pour les animaux agés de plus de 6 mois, la période d'incubation de la BVD classique
peut durer de 5 a 7 jours, la virémie pouvant persister jusqu'a 15 jours. En cas d'infection feetale
au cours des 150 premiers jours de gestation, les veaux infectés de maniére persistante restent
virémiques toute leur vie et sont immunotolérants aux virus homologues de la BVD.
(Khodakaram-Tafti, 2017).

La principale voie de transmission dans les troupeaux infectés est le contact direct avec
un animal infecté. Il existe deux types de transmission du BVDV : la transmission horizontale
et la transmission verticale.

Transmission horizontale du BVDV :

La transmission peut étre directe ou indirecte par inhalation ou ingestion de matiéres
contaminées par le virus.

La transmission horizontale se produit principalement par contact avec des animaux
porteurs du virus, mais les animaux IPI excrétent le virus en quantités différentes. Les
mécanismes courants de transmission horizontale sont les suivants : fomites (aliments, eau et
matériel tel que pinces a nez, tétines de biberons de lait et aiguilles), palpations (si la méme
paire de gants est portée pour tous les examens), sécrétions et excrétions (urine, féces, mucus,
lait), promiscuité (peut également augmenter la transmission si les animaux sont infectés par le
type respiratoire du virus BVDV). Il a également été démontré que les vecteurs comme les
taons, mouches d'écurie, mouches de téte, mouches faciales, transmettent le BVDYV. Des études
épidémiologiques ont montré que des facteurs démographiques tels que la taille et la densité
des troupeaux sont des prédicteurs significatifs de la prévalence de l'infection dans les
populations ou le BVDV est endémique. Les bovins infectés de maniére persistante constituent
un important réservoir de virus : ils excretent de grandes quantités de virus tout au long de leur
vie et ils propagent le virus dans les troupeaux (Khodakaram-Tafti, 2017).

Transmission verticale du BVDV :

En ce qui concerne la transmission verticale, si une vache est infectée, son feetus le sera
également. Le virus a la capacité de provoquer une infection transplacentaire dont 1'issue varie
en fonction du stade de la gestation auquel l'infection aigué a lieu, entrainant la mort du feetus,
des malformations, des syndromes aigus chez le nouveau-né, une tolérance immunitaire et une
persistance virale tout au long de la vie. Il existe de nombreux mécanismes de transmission
verticale, notamment le sperme contaminé, le transfert d'embryons et les vaccins vivants
modifiés contaminés. Les taureaux infectés peuvent excréter le BVDV dans le sperme pendant
des périodes prolongées, et des bovins ont été infectés aprés insémination avec du sperme
congelé provenant de ces animaux (Khodakaram-Tafti, 2017).

Comme vu précédemment, les embryons peuvent étre infectés par le virus, il est donc
trés important de se concentrer plus particuliérement sur le risque de transmission par transfert
d’embryons. De nombreux auteurs ont étudié la question :
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Waldrop et al. en 2004 ont incubé, pendant 3 jours, des morulas et des blastocystes
exposés au virus, lavés ou lavés et traités a la trypsine, seuls ou en groupes, avec des
cellules tubaires utérines. Ils ont ensuite mesuré la quantité de cellules tubaires utérines
virales dans les différents cas. Lorsque la morula et le blastocyste €taient juste lavés,
30% des cellules tubaires utérines étaient positives pour les groupes et 9% pour la
culture individuelle. Lorsque la morula et le blastocyste ont été lavés et traités avec de
la trypsine, 9 % des cellules tubaires utérines cocultivées avec une morula ou un
blastocyste unique ont été infectées, mais aucun virus n'a été détecté dans les cellules
tubaires utérines cocultivées avec un groupe de morula/blastocystes. Les auteurs
concluent que le virus associé¢ aux embryons en développement est infectieux pour les
cellules permissives et que la quantité de virus associée a une proportion d'embryons
individuels (lavés et traités a la trypsine) est suffisante pour infecter les cellules
tubulaires utérines. Ils suggérent aussi que d'autres études devraient étre menées pour
déterminer la quantité de virus nécessaire pour contaminer la voie utérine afin de
conclure a une contamination potentielle des receveuses.

Waldrop et al. en 2006 ont essay¢ de vérifier si les embryons contaminés par le BVD
peuvent étre infectieux apres lavage ou traitement a la trypsine. Ils ont utilisé 20 morulas
et blastocystes avec une zone pellucide intacte prélevés au jour 7 sur des vaches
superovulées, lavés selon les normes de I'[ETS et exposés a la BVD pour 16 d'entre eux.
Apres 'exposition, 8 morula/blastula ont été lavées a nouveau (normes IETS) et les 8
autres ont été traitées a la trypsine. Tous sont finalement vortexés, et les fluides récoltés
sont injectés par voie intraveineuse a des veaux pour tester l'infectivité. Les auteurs ont
examiné le sang des veaux a la recherche d'une virémie et/ou d'une séroconversion.
Trente-huit % des veaux ayant regu des fluides de sonication provenant de
morula/blastula lavés ont présenté une séroconversion, le pourcentage descendant a 13
% pour des veaux ayant recu des fluides de sonication provenant de morula/blastula
traités. Les auteurs concluent que ces embryons étaient infectieux.

Bielanski et al. en 2008 ont réalisé des tests d'isolement de virus sur des embryons
uniques, exposés au virus et lavés (non transférés). Ces embryons ont été exposés lh a
deux biotypes non cytopathiques, soit NY-1 (type 1), soit deux concentrations de PA-
131 (type 2), lavés 10 fois, et transférés dans des receveuses (deux embryons par
receveuses) indemnes de BVD. Environ 3 embryons sur 12 (25 %) et 17 embryons sur
61 (28 %) exposés au type 1 et au type 2, respectivement, €taient positifs pour le BVD
vivant. Les embryons exposés au virus de type 2 présentaient de 0 a 34 copies virales.
En conclusion, une grande partie des receveuses ayant recu des embryons exposés au
BVD, en particulier celles exposées a une forte concentration de virus de type 2, ont été
infectées apres le transfert d’embryons et leurs gestations ont échoué.

Bielanski et al. en 2009 ont cherché a évaluer la transmission du virus lors d'un transfert
d'embryons. IIs ont utilis¢ des embryons produits in vitro et infectés par un virus de type
1 ou de type 2. Pour le virus de type 1, aucune des receveuses ou de leurs descendants
n'a séroconverti, mais 6 ont avorté avant 30 jours. A l'inverse, le virus de type 2 a induit
une séroconversion chez 51,4 % des receveuses et seulement 2 sont arrivées a terme. Le
BVDYV pourrait donc étre transmis par transfert d’embryons et provoquer un échec de
la gestation, en particulier pour le virus de type 2.

Gard et al. en 2010 ont ¢tudié si le virus du BVD, lorsqu'il est placé en quantité
suffisante dans l'utérus avec un embryon, peut entrainer une infection chez une
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receveuse sensible. Ils ont utilis¢é 10 embryons bovins prélevés sur une seule vache
négative pour le BVD. Les embryons sont lavés et placés dans un milieu de transfert
contenant le BVD. Ils ont utilisé 10 receveuses et ont transféré un embryon par
receveuse (jour 0, JO). Dans le méme temps, ils ont créé 2 groupes de contrdle : une
génisse, sans embryon positif, qui est contaminée par un virus vivant (groupe positif) et
une autre contaminée par un virus inactivé par la chaleur (groupe négatif). Une virémie
a J6 et une séroconversion a J15 apres le transfert ont été observées pour les vaches du
groupe positif et pour les 10 receveuses. La génisse de controle négative n'a pas présenté
de virémie ni de séroconversion. A J30, 6 des 10 génisses étaient encore gestantes, mais
a J60, il ne restait plus qu'une seule génisse gestante. Le feetus de cette génisse était non
viable et positif pour la BVD. Les auteurs concluent donc qu'un embryon produit in
vivo et infecté par le virus est suffisant pour infecter une vache receveuse.

e Bielanski et al. en 2013 ont réalisé une étude sur la transmission du BVDYV par le sperme
lors de I'insémination et par les embryons issus de sperme contaming. Ils ont inséminé
35 vaches superovulées séronégatives pour le BVDV avec du sperme provenant d'un
taureau infecté de maniére persistante par le BVDV. Ils ont collecté des embryons 7
jours apres l'insémination et ont créé 2 groupes : I'un avec des embryons lavés selon les
recommandations de I'ETS et l'autre avec des embryons non lavés. Le BVDV
infectieux a été détecté dans 24 % des embryons non lavés et 10 % des embryons lavés,
ainsi que dans tous les échantillons de liquide folliculaire, les cellules épithéliales de
'oviducte, I'endomeétre et les tissus du corps jaune des vaches inséminées. Les auteurs
ont ensuite transféré 39 embryons lavés a 27 receveuses séronégatives pour le BVDV :
12 (44%) vaches sont devenues gestantes et 17 veaux exempts de BVDV et d'anticorps
BVDYV, dont cinq paires de jumeaux, sont nés. Apres le transfert d'embryons, toutes les
receveuses gestantes et non gestantes sont restées indemnes de BVDV et d'anticorps.
Les auteurs en ont conclu que le BVDV peut étre transmis par I'IA et créer une certaine
proportion d'embryons contaminés. Cependant, lorsque ces embryons ont été lavés
conformément aux directives de la Société internationale de transfert d'embryons et de
'Organisation mondiale de la santé animale, il n'y a pas de transmission du BVDV aux
receveuses ou a leur progéniture.

Ainsi, selon ces études, un embryon contaminé par le BVD peut contaminer la
receveuse. Le sperme utilisé pour produire des embryons in vitro en revanche ne risque pas de
contaminer 1’embryon et la receveuse si les lavages sont correctement réalisés.

2.5. Diagnostic

En raison de l'existence d'individus IPI mais aussi de nombreux signes cliniques, le
diagnostic de la BVD est un véritable défi. Il consiste a identifier une excrétion virale ou une
réponse immunitaire. La figure 27 récapitule les différentes méthodes diagnostics disponibles
en fonction du contexte de 1’¢élevage.
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Purpose
Method Population | Individual animal | 0y te to | Confirmation | Prevalence of | . IMMune status in
freedom freedom from — . ] . individual animals or
f : . eradication of clinical infection - r
from infection prior to policies cases surveillance populations post-
infection movement vaccination
Identification of the agent'
Virus isolation + e 4+ ey - -
ﬁl‘lti%;l‘léﬁ::ﬂon ++ i +++ e +++ -
1 A combination of agent identification methods applied on the same clinical sample is recommended.
Purpose
Method Population | Individual animal i ; i ~ Immune status in
freedom freedom from c;?"a:;i‘g:z:.o cg?fcu:::iig?n Pl;:r:clﬁgﬁe_of individual animals or
from infection prior to L X populations post-
infection movement policies cases surveillance vaccination
Antigen detection -
by IHC - - - - -
NA detection by . . .
real-time RT-PCR Eand - L i s -
Detection of |
ELISA 44+ +4+ 44 - +44 444
VN + B ++ - + Fre

Key: +++ = recommended for this purpose; ++ recommended but has limitations;
+ = suitable in very limited circumstances; — = not appropriate for this purpose.
ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay; IHC = immunohistochemistry method; NA = nucleic acid; RT-PCR = reverse-
transcription polymerase chain reaction; 1SH = in-sifu hybridisation; VN = virus neutralisation.

Figure 27 : Méthodes de diagnostic du BVD (OMSA, 20135)

2.6. Risque potentiel de I’agent pathogeéne pour 1’embryon produit in

vivo et méthode de réduction

Pour étudier ce risque il est important de savoir si ’agent pathogéne adhére a la zone
pellucide de I’embryon. De nombreux auteurs s’y sont intéressés :

Une étude de Brock et al. de 1997 explique que les embryons infectés par le virus de la
diarrhée virale bovine n'ont pas été détectés dans les homogénats d'embryons issus de
génisses IPI superovulées ni dans les ovules non fécondés/dégénérés, et qu'un veau
BVD-négatif est né. Dans cette étude, les embryons et les ovules non
fécondés/dégénérés ont été lavés conformément au protocole de I'lETS. Par conséquent,
selon cette étude, le BVDV n'est pas fermement attaché a la zone pellucide.

Bielanski et al. ont travaillé en 2003 sur 'adhésion du BVDV a des embryons fécondés
in vitro et maintenus in vitro dans un oviducte bovin ligaturé pour permettre le
durcissement de la zone pellucide. L'incubation des embryons dans l'oviducte pendant
5 heures a entrainé un durcissement de la zone pellucide, mesuré par la résistance a la
digestion par la pronase (qui a augmenté d'environ 3 minutes a 7 heures ; P < 0,001).
Cependant, il n'y avait pas de différence entre le nombre d'ovocytes et d'embryons
infectés (n = 965 dans 193 échantillons) aprés une exposition expérimentale au BVDYV,
qu'ils aient été ou non incubés auparavant dans l'oviducte (P > 0,05). Cette étude a
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montré que le virus du BVD adhére a la zone pellucide et qu'il agit plus fortement sur
les embryons produits in vitro que sur les embryons fécondés in vivo.

En 2004, Waldrop et al. ont rapporté que de premiers travaux indiquaient que le virus
de la diarrhée virale bovine n'adhérait pas a la zone pellucide intacte des embryons
bovins in vivo, mais qu’une étude plus récente démontrait I'association virale du BVD
et des embryons in vivo.

Gard et al. en 2006 expliquent dans leur article que le virus de la BVD est associé aux
couches externes de la zone pellucide, ce qui signifierait que le virus ne peut pas
traverser la zone pellucide intacte.

Vanroose et al. en 2013 ont examiné la continuité des mailles (réseau de pores) vers les
cellules embryonnaires par microscopie confocale a balayage laser. Ainsi, le passage et
la localisation dans la zone pellucide de microspheres fluorescentes, de dimensions
similaires au virus de la diarrhée virale bovine (40-50 nm) et a I'herpesvirus bovin-1
(180-200 nm), ont été évalués. Pour tous les stades, les plus petites billes ont été
détectées a mi-chemin dans 1'épaisseur de la zone pellucide, tandis que les billes d'une
taille de 200 nm n'ont été trouvées que dans la quatriéme partie extérieure de la zone
pellucide. On peut conclure que la zone pellucide intacte des ovocytes produits in vivo
et des embryons produits in vitro de bovins est construite de telle maniére que le BVD
ne devrait pas étre capable de traverser la zone pellucide et d'atteindre les cellules
embryonnaires. Cependant, le risque existe que des particules virales soient piégées
dans les couches externes de la zone pellucide.

Ainsi, I’article le plus récent semble indiquer que 1’agent pathogéne est capable de se

fixer sur la zone pellucide et surtout sur la partie la plus externe de celle-ci, et que lors de
procédures in vitro 1’adhésion est plus grande.

Maintenant, il faut s’avoir si les procédures de lavage sont suffisantes pour éliminer

’agent viral.

Trachte et al. en 1998 ont montré dans une étude expérimentale incluant les souches
NCP et CP que le lavage seul ne permettait pas d'obtenir des embryons négatifs pour la
souche NCP. Cependant, le lavage de I'embryon semble étre un peu plus efficace pour
la souche CP.

Gard et al. en 2007 ont également indiqué que le BVD reste dans les embryons produits
in vitro apres le lavage en raison de sa capacité a y adhérer.

Gard et al. en 2009 ont déterminé la quantité moyenne de virus de la diarrhée virale
bovine associée a des embryons bovins uniques apres les avoir lavés conformément aux
procédures de traitement recommandées par I'International Embryo Transfer Society
(IETS). Sept jours apres la fécondation, les embryons ont été exposés au BVD (souche
NCP) puis lavés selon les recommandations de I'lETS avant d'étre testés. Sur les 87
embryons testés, 27 % étaient positifs pour le virus par RT-PCR. La quantité de virus
associés a 99 % des embryons contaminés était < 6,62 +/- 1,57 copies/5 ml ; 90 % des
embryons contaminés avaient < 4,64 +/- 1,57 copies virales/S ml de virus associés a
I'embryon, en utilisant le seuil de probabilité¢ P < 0,05. L'erreur standard de la moyenne
¢tait de 0,33 et la moyenne était de 1,12/5 ml. Les auteurs ont donc montré qu'un lavage
unique est insuffisant pour prévenir l'infection par le BVD.

Lalonde et al. en 2011 ont évalué l'efficacité de la procédure de lavage de 1'IETS sur le
BVD : la technique de I'lETS comprend dix lavages successifs. IIs montrent que malgré
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une diminution du nombre d'ovocytes infectés, aprés dix lavages 20% des ovocytes
restent infectieux. L'analyse des liquides de lavage montre également que la présence
du virus du BVD est plus élevée dans les trois premiers lavages, mais qu'il peut encore
étre présent dans le dixiéme.

Les procédures de lavage de I'IETS semblent donc inefficaces pour éliminer
complément le virus de I’embryon. L’efficacité des traitement spéciaux doit aussi étre évaluée.

e Bielanski et al. en 1996a ont essay¢ de déterminer si le lavage ou le lavage et I'ajout d'un
traitement a la trypsine étaient efficaces pour prévenir l'infection des embryons par le
BVDV. Apres avoir inoculé une souche non cytopathogene, ils ont constaté que 50 %
des embryons restaient positifs aprés le lavage et le traitement a la trypsine. Ils ont
¢galement montré que deux génisses sur 4 étaient s€éroconverties apres avoir recu des
embryons lavés et traités.

e Trachte et al. en 1998 ont testé le traitement a la trypsine sur des souches NCP et CP.
Pour la souche NCP, 100% des embryons étaient positifs apreés un simple lavage, tandis
que 'ajout d'un traitement a la trypsine réduisait a 44% la quantité¢ d'embryons positifs.
Pour la souche CP, le taux d'embryons positifs aprés lavage était de 33% et a diminué a
22% apres un traitement a la trypsine.

e Waldrop et al. en 2004 ont montré que les lavages a la trypsine selon les procédures de
I'TETS réduisent significativement le niveau de virus adhérant a la zone pellucide pour
les blastocystes et les morulas. IIs ont utilisé¢ 109 morulas et blastocystes avec une zone
pellucide intacte et 77 ovules non fertiles et dégénérés prélevés le 7e jour sur 34 vaches
superovulées et séronégatives pour le BVDV. Toutes les cellules ont été lavées
conformément aux normes de I'[ETS et exposées au virus (souche NCP). Ensuite, ils
ont réalis¢é deux groupes d'ovules et de morulas/blastocystes. D'une part, un groupe
compos¢ de <10 ovules a été lavé conformément aux normes de I'lETS, d'autre part, un
nombre équivalent a été soumis aux normes de I'IETS pour le traitement a la trypsine.
Le virus a été recherché dans les fluides apres avoir vortexé les ovules. Des morulas et
des blastocystes ont été placés dans des microgouttes contenant des cultures primaires
de cellules tubaires utérines, seules ou en groupes, et incubées pendant 3 jours. Les
auteurs ont montré que le virus a été détecté dans les liquides de 56% des ovules lavés
et 43% des groupes d'ovules lavés et traités par la trypsine. Pour la morula et les
blastocystes, le virus n'a pas été détecté dans les milieux ou les liquides des individus
ou des groupes de morula ou de blastocystes, quel que soit le traitement.

L’efficacité du traitement a la trypsine est encore discutée dans la littérature, mais
lorsque la membrane pellucide n’est pas totalement intacte, son efficacité est nulle.
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3. Conclusions

3.1. Embryons dérivés in vivo

Le BVD se retrouve dans I’environnement utérin des animaux contaminés et des
embryons peuvent €tre obtenus malgré sa présence. Les embryons obtenus ainsi peuvent
cependant étre contaminés par 1’agent pathogeéne. Le BVD peut également adhérer a la zone
pellucide et les procédures de lavage ne semblent pas assez efficaces pour éliminer totalement
le virus. L'utilisation de trypsine est utile pour réduire le risque, cependant il ne le supprime pas
notamment si ’embryon est abimé. Les embryons semblent également étre capables de
contaminer les receveuses. Il existe donc un risque de contamination de 1I’embryon et que
I’embryon contamine la receveuse.

3.2. Embryons produits in vitro

Comme dit précédemment, le BVD peut adhérer a la zone pellucide et il semble que
cette adhésion soit plus forte avec des embryons produits in vitro. Les procédures de lavage ne
semblent pas assez efficaces pour éliminer totalement le virus et la trypsine permet de réduire
le risque mais pas de 1’¢éliminer. Il existe un risque de contamination de la receveuse si on utilise
un embryon produit in vitro contaminé par le BVD, mais le sperme n’est pas a risque dans la
production d’embryons in vitro.

4. Recommandations du sous-comité de réglementation

4.1. Embryons produits in vivo

Avec ’ancienne catégorisation, le BVD était en catégorie 3 donc considéré comme peu
a risque de contamination. Cependant, notre étude semble indiquer que celui-ci est a risque.
Cette discordance est liée au fait que la catégorisation reposait principalement sur une étude de
Singh et al. de 1982 qui montrait que les lavages permettaient de supprimer 1’effet
cytopathogéne du BVD sur les embryons.

Avec nos recherches, nous avons décidé de catégoriser le BVD en catégorie 3 - Risque
non négligeable - les maladies ou agents pathogeénes sont ceux pour lesquels le risque de
transmission a été évalué et pour lesquels il existe des preuves de transmission.

-107 -



4.2. Embryons produits in vitro

En raison du risque existant de transmission du BVD par transfert d’embryons, nous
avons décidé de catégoriser le BVD en catégorie 3 - Risque non négligeable - les maladies ou
agents pathogenes sont ceux pour lesquels le risque de transmission a été évalué et pour lesquels
il existe des preuves de transmission.
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II1. Herpesvirose bovine de type 4

1. Généralités

1.1. Cause de la maladie

L’herpesvirus bovin de type 4 (BHV-4) est un virus ADN a double brin appartenant a la
famille des Herpesviridae, a la sous-famille des Gammaherpesvirinae et au genre Rhadinovirus.
C’est un virus enveloppé de 200-300 nm de diamétre avec un génome d’environ 150kb
(Maisonnasse, 2023). Un schéma de sa particule virale est représenté dans la Figure 28. Ce
virus peut infecter 1'espéce bovine ainsi que le bison d'Amérique, le buffle d'Amérique, les
moutons et les chévres, mais aussi des non-ruminants comme les cochons d'Inde et les chats.
Le BHV-4 a également ¢été isolé chez un lion (Chastant-Maillard, 2013). Ce virus présente la
particularité de pouvoir rentrer en latence.

Le BHV-4 provoque de nombreuses affections telles qu'une atteinte de 1’appareil
reproducteur (infertilité, métrite post-partum, vulvovaginite, mammite, avortement), une
atteinte des épithéliums (pneumonie du veau, kérato-conjonctivite, 1ésions cutanées, dermatite
digitale) et cérébrale (encéphalite) (Cvetojevié et al., 2016).

Selon I’ancienne catégorisation il était listé par ’IETS comme appartenant a la catégorie
4 (présence d’un risque ou données insuffisantes).

ADN génomique
Capside

Tégument

Enveloppe

Glycoprotéine

Figure 28 : Particule virale de [’herpesvirus (Markine-Gariynoff et al., 2003)
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1.2. Occurrence

Le virus a été isolé pour la premicre fois en Hongrie en 1963 sur des veaux atteints de
kérato-conjonctivite et d'une maladie respiratoire (Cvetojevic et al., 2016). Deux souches ont
¢été identifiées : les souches de type Movar 33/63, isolées en Europe, et les souches de type DN
599, isolées en Amérique du Nord. En 2007, le BHV-4 a été isolé en Argentine. Il a déja été
retrouvé dans les sécrétions vaginales de vaches avortées et le sperme bovin provenant d'un
centre d'insémination artificielle (Gonzalez Altamiranda et al., 2015). Ce virus est donc présent
partout dans le monde méme s’il n’est pas a l’origine d’épizooties ayant des graves
conséquences économiques (Lefévre et al., 2003a).

1.3. Inscrite sur la liste de I'Organisation mondiale de la santé animale
(OMSA) ?

Le BTV-4 ne fait pas partie des maladies listée par ’TOMSA (OMSA, 2023a).

2. Informations techniques

2.1. Pathogénése

Le virus infecte principalement les cellules mononucléaires du sang et présente un
tropisme spécifique pour I'endothélium vasculaire, les tissus reproducteurs et feetaux. Son cycle
est représenté dans la Figure 29. 1l présente les quatre propriétés biologiques partagées par les
herpesvirus (Lefevre et al., 2003a) :

e Un génome viral code pour des enzymes impliquées dans le métabolisme des acides
nucléiques, dans la synthese de I’ADN viral ou encore dans la modification d’autres
protéines

e Une synthese de ’ADN viral et I’assemblage des capsides qui se réalisent dans le noyau
de la cellule infectée

e Une production de particules virales infectieuses qui s’accompagne quasi
systématiquement de la mort cellulaire

e IIs sont capables d’établir une infection latente chez leur hote naturel.
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Figure 29 : Cycle de I’herpesvirus (Flint, 2000)

Le BHV-4 est cytopathique et 'infection peut tuer les cellules épithéliales et stromales
de l'endometre. Le BHV-4 peut agir comme cofacteur avec des agents pathogenes utérins
connus pour favoriser le développement d’une endométrite. La réplication du BHV-4 dépend
de la transactivation du geéne précoce immédiat 2 (IE2) or ce promoteur est régulé a la hausse
en cas d’infection de I’endometre. Le BHV-4 est capable d’activer le promoteur du gene de
l'interleukine (IL)-8 dans les cellules endométriales. Il s'agit d'une chimiokine clé qui attire les
granulocytes vers 1'utérus. Le BHV-4 est également responsable d’une régulation a la hausse de
la métalloprotéinase matricielle. Cette protéine joue sur 1’équilibre du systéme immunitaire.
Ainsi, le BHV-4 déregle les réactions immunitaires dans ’utérus ce qui favorise les infections.
(Wathes et al., 2020 ; Chastant-Maillard, 2013).

Dans un article de Wathes et al. de 2020, il est indiqué que 1’on retrouve le BHV-4 dans
I’environnement utérin de vaches saines notamment dans les cellules épithéliales et stromale de
I’endométre.

Le virus a été isolé dans des cas d’avortement méme si son role n’a pas été
définitivement élucidé. Des taux d’anticorps €levés anti-BHV-4 sont associés a des avortements
entre 5 et 9 mois de gestation. (Lefévre et al., 2003a) Cependant, 1’avortement n’est pas
systématique.
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Une étude de Egyed et al. de 2011 a montré que des veaux infectés in utero pouvaient
naitre séronégatifs bien que porteur du virus.

2.2. Signes cliniques

Le BHV-4 a été associé a diverses affections : péritonite, infertilité, avortement, métrite,
vulvovaginite, mais aussi orchite, mammite, diarrhée (en association avec Cryptosporidium),
mort subite chez les nouveau-nés, pneumonie et signes oculaires chez les veaux, encéphalite,
Iésions cutanées, synovite, dermatite digitale (Chastant-Maillard, 2013). Le BHV-4 est surtout
responsable d’infection subclinique, 1’expression clinique est rare et la mortalité quasi nulle
(Lefévre et al., 2003a).

Le BHV-4 est associé a des métrites post partum avec ou sans péritonite. Cette métrite
peut étre seule ou associée a d’autres signes tels que diarrhée, mortalité néonatale, signes
respiratoires et mammite. Une réactivation du virus au moment de la parturition est fortement

suspectée (Lefévre et al., 2003a). Le mécanisme associé a la métrite est présenté dans la figure
30.

Post partum normal reaction In BoHV-4 persistently infected animals

G - )
Bacteria —» LPS TNFa NFxB

|, BoHv-4 Endometrial BoHV-4
recruitment infection replication

into the uterus @

I IL8 secretion

Uterine ——— PMN
inflammation diapedesis

PMN degrarjulation

Tissular uterine lesions j

Figure 30: Coopération entre bactérie utérine et BHV-4 dans le développement
d’inflammation post-partum de l'utérus (Chastant-Maillard, 2013)

2.3. Epidémiologie

Des études d’inoculation ont montré qu’a environ 5 jours post-inoculation des lyses
cellulaires sont visualisées. La durée d’incubation dépend des cellules infectées et de leur phase
de multiplication. Sur un animal précédemment infecté, une métrite peut se déclencher 7 jours
post-partum. (Markine-Gariaynoff al., 2003).
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La transmission par voie nasale a ét¢ démontrée expérimentalement et une transmission
par voie génitale est suspectée mais pas encore prouvée. Expérimentalement il a ét¢ montré
que, des animaux ont été¢ contaminé par des injections par voies intraveineuse, intradermique et
intra testiculaire (Lefévre et al., 2003a).

2.4. Diagnostic

Le virus infectant les cellules mononucléées sanguines il est possible de le retrouver
dans tous les organes mais son isolement n’explique pas toujours la présence de Iésions. Des
test ELISA ou par immunofluorescence permettent la mise en évidence de cet agent infectieux.
Le diagnostic d’une métrite 8 BHV-4 repose sur un isolement du virus a partir d’exsudat utérin
(Lefévre et al., 2003a).

2.5. Risque potentiel de 1’agent pathogéne pour I’embryon et méthode
de réduction

En 2003, Donofrio et al. ont réalisé une étude en infectant des blastocytes avec du BHV-
4 modifié pour exprimer une fluorescence. Cette ¢tude a montré que lorsque la membrane
pellucide était intacte le virus ne s’exprimait pas et il s’exprime lorsqu’elle est ouverte. Ainsi,
ce virus n’est pas capable d’adhérer a la zone pellucide lorsqu’elle est intacte. Cependant, dans
le cas ou la zone pellucide n’est pas intacte le virus s’exprimait dans le blastocyste et pouvait
provoquer des dégénérescences.

Une ¢étude de Stringfellow et al. en 1990 a montré qu’il était nécessaire de réaliser en
moyenne quatre lavages pour ¢éliminer le virus et jusqu’a sept pour que dans I’ensemble des
embryons il n’y a plus de trace de 1’agent.

Cette méme étude a mis en évidence que la trypsine permet d’éliminer le virus. Elle
montre qu’aprés 7 lavages avec de la trypsine les ovocytes contaminés ne montrent plus de
trace de 1’agent pathogene (Stringfellow et al., 1990).
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3. Conclusion

3.1. Embryons produits in vivo

Nous n’avons pas trouvé d’études réalisées avec des embryons produits in vivo mais en
raison de la possible réactivation du BHV-4 et de contaminations de I’embryon si la zone
pellucide est 1ésée, il peut exister un risque de contamination de I’embryon par cette voie.

3.2. Embryons produits in vitro

Les études que nous avons trouvées indiquent un faible risque de contamination de
I’embryon par le virus s’il est protégé par une zone pellucide intacte et que les lavages étaient
efficaces pour éliminer le virus. Ainsi, le risque de transmission par voie in vitro est faible.

4. Recommandations

4.1. Embryons produits in vivo

Nous avons décidé de catégoriser ce virus en catégorie 2 car il n’y a pas de preuve de
transmission par voie in vivo. Des études semblent cependant nécessaires pour affiner la
recommander.

4.2. Embryons produits in vitro

En raison du risque faible de contamination de I’embryon nous avons décidé de classer
le BHV-4 en catégorie 1.
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IV. Mycoplasmose a Mycoplasma bovis

1. Généralités

1.1. Cause de la maladie

Mycoplasma bovis (M. bovis) appartient au genre Mollicutes. Ce genre est catégorisé
par une absence de paroi cellulaire et un génome de faible taille (compris entre 0.58 et 1.4 Mbp).
Il a été isolé pour la 1 fois aux Etats-Unis en 1961 dans un cas de mammite. Il existe de
nombreux mycoplasmes (ex : M. californicum, M. bovigenitalium, M. bovirhinis, M. bovoculi
...) (Parker et al., 2018). Il s’agit souvent d’un agent de co-infection mais suite a un stress
induisant une diminution d’immunité, il peut également agir comme un agent d’infection
primaire (Perez-Casal, 2020).

Mycoplasma bovis est a 1’origine de bronchopneumonies, de mammites et
d’arthrites principalement mais peut également toucher d’autres organes comme les yeux
provoquant des kérato-conjonctivites, les oreilles avec des otites et le cerveau avec des
méningites.

Selon I’ancienne catégorisation, Mycoplasma bovis ainsi que tous les Mycoplasmes
appartenait a la catégorie 4 (présence d’un risque ou données insuffisantes).

1.2. Occurrence

Mycoplasma bovis a été détecté partout dans le monde méme dans des régions qui
¢taient considérées comme précédemment indemnes (lere Détection en Nouvelle-Zélande en
2017). Les dates de 1°™ détection de cet agent sont indiquées dans la Figure 31.

Figure 31: Date des premieres détections de Mycoplasma bovis dans le monde (Dudek et al.,
2020)
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1.3. Inscription sur la liste de 1'Organisation mondiale de la santé
animale (OMSA) ?

Mycoplasma bovis ne fait pas partie des maladies listées par TOMSA (OMSA, 2023a).

2. Informations techniques

2.1. L'agent pathogéne

Les mycoplasmes sont des bactéries de petite taille (0,3 a 0,8 um de diamétre). Elles
ont pour particularité essentielle 1'absence de paroi rigide. La plupart des espéces présentent
des colonies avec un aspect typique en « ceufs sur le plat » comme sur la figure 32.

Figure 32 : Colonies de Mycoplasma bovis (x 40) (Maunsell et Donovan, 2009)

2.2. Pathogénése

Le pouvoir pathogéne des mycoplasmes est a 1’heure actuelle assez mal identifi¢. A
I’inverse d’autres bactéries, ils ne présentent pas d'action de toxines, de cytolysines et
d'invasines. Cependant, il est admis que sa pathogénicité tient a 2 choses : une action directe
sur les cellules de I’hdte et une interaction avec le systéme immunitaire.

L’action directe est permise par une adhésion a la cellule hote grace a des adhésines, des
¢léments du cytosquelette et des protéines membranaires. La production de peroxyde
d’hydrogene par les mycoplasmes contribue également a son pouvoir pathogene direct
(Mernaugh al., 1994)

Les facteurs de modulation du systéme immunitaire ont principalement été étudiés pour
les mycoplasmes humains mais il est possible de les extrapoler pour M. bovis. Deux éléments
permettent cette modulation : une capsule polysaccharidique qui permet un échappement a la
phagocytose (Shaw et al., 2013) et des lipoprotéines au fort pouvoir immunogene. Une synthese
des facteurs de virulence est présenté dans la Figure 33.
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Figure 33 : Synthese des différents facteurs de virulence actuellement connus chez les
mycoplasmes. (Janis et Blanchard, 2007)

Suite a une insémination par du sperme de taureau contaminé par M. bovis, il a été
possible de retrouver 1’agent infectieux dans le tractus utérien des vaches inséminées et ce
jusqu’a 8 semaines apres infection (Hirth et al., 1966).

Bien que M. bovis soit responsable de troubles de 1’activité reproductrice, des vaches

inséminées avec du sperme contaminé ont donné naissance a des veaux non contaminés. (Hirth
et al., 1966)

2.3. Signes cliniques

Comme dit plus haut les mycoplasmes peuvent étre la source de nombreux signes
cliniques, les organes qui peuvent étre affectés ainsi que les 1€sions associées sont indiquées
dans le Tableau 10.
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Evolution de
l'infection par M.
bovis

Type de recherche
(expérimentale/enquéte)

Principaux
signes/lésions
cliniques/
subclinique

Référence

Pneumonie

Enquéte

Bronchopneumonie
caseonécrotique et/ou
fibrinosuppurative

Gagae et al. 2006

Expérimentale

Ecoulement nasale
Toux
Pneumonie
caseonecrotique

Dudek et al. 2019

Mammite

Enquéte

Mammite clinique et
subclinique

Vihanikkila et al.,
2019

Enquéte

Mammite clinique et
subclinique

Hazelton et al.,
2020

Arthrite

Enquéte

Arthrite
Ténosynovite

Gagea et al. 2006

Expérimentale

Gonflement
articulaire
Boiterie
Synovite et
ténosynovite
fibrinosuppuratives
Thrombus

Ryan et al., 1983

Otite

Enquéte

Affaissement de
P’oreille
Otite exsudative

Foster et al., 2009

Enquéte

Affaissement de
l'oreille
Otite moyenne
exsudative
Paralysie faciale
Inclinaison de la téte

Maeda et al., 2003

Kérato-
conjonctivite

Enquéte

Signe des « yeux
roses »

Alberti et al., 2006

Troubles cérébraux

Enquéte

Inclinaison de la téte
M¢éningite purulente

Léthargie
Cécité
Grincement de dents
Nécrose cérébral

Ayling et al., 2005

Endocardite

Enquéte

Absence de signes
cliniques
Lésions caséecuses
dans le coeur

Kanda et al., 2019

Tableau 11 : Exemples des manifestations cliniques dues a M. bovis
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Lors de contamination de I’appareil reproducteur, M. bovis provoque des endométrites,
des salpingites et des salpingopéritonites avec adhérence au niveau des ovaires. L’agent
pathogene est également responsable d’infécondité avec des déréglements de I’oestrus, des
retours en chaleurs irréguliers. Certains mycoplasmes seraient également responsables
d’avortement (Doig, 1981).

2.4. Epidémiologie

La période d’incubation est de 2 a 6 jours. Elle va dépendre de la dose infectieuse a
laquelle I’animal est exposé. Les infections sont la plupart du temps inapparentes ainsi méme
des vaches cliniquement saines peuvent excréter 1’agents pathogeénes et ce méme plusieurs
semaines apres infection. (Lorin, 2008)

Les sources de contamination sont multiples, soit par contact direct entre les
animaux (contact mufle a mufle, contamination de veaux par du lait contaminé) mais aussi par
voie indirecte. En effet, les mycoplasmes peuvent survivre dans le milieu extérieur sous la
forme de biofilm ainsi une contamination par le matériel de traite est possible (Lorin, 2008).

Deux possibles contamination d’élevage par du sperme contaminé ont été identifi¢ par
Haapala et al. en 2018. 1l s’agissait d’élevages originellement sains ayant présenté des épisodes
de mammite & mycoplasme avec pour seule voie de contamination possible le sperme d’un
taureau contaminé par M. bovis. Cependant, les études expérimentales n’ont pas permis de
reproduire une contamination (Haapala et al., 2018).

Dans I’ensemble des études lues, aucun cas de contamination d’animaux via des
embryons n’a été rapporté.

2.5. Diagnostic

Il existe de nombreuses méthodes pour diagnostiquer M. bovis, les plus couramment
utilisés sont la PCR et la qPCR. La recherche par ces méthodes peut se faire seul mais il existe
aussi des méthodes couplées avec la recherche d’autres agent pathogene (recherche multiplex).
C’est ce type de recherche qui sont utilisés dans le cas d’avortement. Les autres méthodes qui
peuvent étre utilisés sur le terrain sont les recherches sérologiques qui peuvent étre réalisé sur
le sang d’animaux ou sur le lait de tank pour retrouver des anticorps et il existe aussi 1’utilisation
du MALDI-TOF pour rechercher 1’agent pathogene. La sérologie est moins couteuse mais ne
permet pas de savoir si I’infection est active. Le MALDI-TOF en revanche est plus couteux
mais permet de déterminer si I’infection est active. En expérimentation, il est possible d’utiliser
I’immunohistochimie et I’hybridation in situ pour déterminer la présence de I’agent dans les
tissus (Dudek et al. 2020).
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2.6. Risque potentiel de I’agent pathogéne pour I’embryon et méthode
de réduction

En 1966, R. S. Hirth et al. ont réalisé des inséminations de bovins en utilisant de la
semence contaminée par M. bovis. Bien que ces inséminations aient provoqué des 1ésions sur
I’appareil reproducteur des vaches, les veaux issus de cette fécondation n’étaient pas porteurs
de I’agent pathogene.

En 1988, K.P. Riddell et al. ont exposé des ovocytes et des zones pellucides intactes de
bovins a Mycoplasma bovis. Pour cela, des embryons avec une zone pellucide intacte étaient
incubés dans des solutions contenant 107 CFU par mL. Sur I’ensemble des zones pellucides
¢tudiées M. bovis a été retrouvé systématiquement. De méme, tous les ovocytes contaminés
étaient positifs méme apreés un lavage a I’antibiotique et a la trypsine. Ainsi, cette étude
concluait que M. bovis adhérait a la zone pellucide et qu’un lavage n’était pas suffisant pour le
supprimer.

En 1989, A. Bielanski et al. ont également réalisé ce type d’expérience. Bien que le
développement embryonnaire ne soit pas modifié, M. bovis a été retrouvé aussi bien dans les
zones pellucides que dans les liquides de ringage des embryons contaminés soit par micro
injection ou par mise en contact avec un milieu de culture contaminé.

Plus récemment, en 2023 une nouvelle é¢tude de Pohjanvirta et al. c’est de nouveau
intéressé au risque de contamination via des embryons produits in vitro. Ici, les ovocytes étaient
vortexés afin de retirer les cellules du cumulus avant la contamination soit par un milieu de
culture contaminé ou par une fécondation par des spermatozoides contaminés. Cette étude n’a
pas réussi a montrer une adhésion entre mycoplasme et la membrane pellucide et n’a pas
retrouvé de mycoplasme dans les embryons apres lavage. De plus, la fécondation par du sperme
contaminé n’a pas non plus contaminé I’embryon.

3. Conclusion

3.1. Embryons produits in vivo

Nous n’avons pas trouvé d’études réalisées avec des embryons produits in vivo mais les
embryons semblent pouvoir étre contaminer lorsqu’ils sont au contact de 1’agent pathogene.
Ainsi, il peut exister un risque de contamination de I’embryon par cette voie bien que nous
manquions de preuve pour pouvoir I’affirmer. Le sperme peut également étre porteur de 1’agent
infectieux et étre responsable d’une contamination des voies génitales femelles.
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3.1. Embryons produits in vitro

Bien que des études anciennes aient montré un risque de contamination par M. bovis,
une étude plus récente utilisant un vortex pour retirer les cellules du cumulus avant exposition
semble éviter la contamination de I’ovocyte. Cette étude indiquerait que M. bovis ne se fixerait
qu’aux cellules du cumulus. Ainsi en leur absence la bactérie ne pourrait adhérer a I’embryon.
Cependant, seule une étude arrive a cette conclusion.

4. Recommandations

4.1. Embryons produits in vivo

En raison de I’absence de preuve pouvant étayer 1’hypothése d’une éventuelle
contamination de I’embryon dans les voies génitales femelles, nous avons décidé de catégoriser
M. bovis en catégorie 2.

4.2. Embryons produits in vitro

Bien que des preuves existe montrant qu’un retrait des cellules du cumulus permettrait
de réduire le risque de transmission, elles sont peu nombreuses en comparaison des preuves
indiquant une possible contamination. Ainsi nous avons décidé de catégoriser M. bovis en
catégorie 2.
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V. Leucose enzootique bovine

1. Généralités

1.1. Cause de la maladie

La leucose bovine enzootique est due au virus de la leucémie bovine, membre de la
famille des Retroviridae, sous-famille des Oncornavirinae. Il s’agit d’un virus a acide
ribonucléique dont la particule virale fait entre 90 et 120 nm de diamétre (Lefévre et al., 2003b).
La particule virale est représentée dans la Figure 34.
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Figure 34 : Schéma de la particule virale du virus de la leucémie bovine (Marawan et al.,
2021)

La leucose est une maladie tumorale maligne qui touche les bovins en ciblant la
lignée lymphocytaire. Cliniquement la maladie s’exprime le plus souvent par des formes de
tumeurs multiples notamment des nceuds lymphatiques. Souvent il s’agit d’un lymphosarcome
ou lymphome malin. Elle affecte principalement les bovins (Bos taurus et Bos indicus), les
buffles d’eau et les capybaras. Les ovins sont tres sensibles a I’inoculation expérimentale et les
chevres de développe que rarement des tumeurs. (OMSA, 2023b) Des infections
expérimentales de porc et de lapin ont été obtenu en laboratoire. Tous les ages de bovins sont

sensibles a cette maladie avec notamment des contaminations au stade embryonnaire (Lefevre
et al., 2003b).

Selon I’ancienne classification de I’'IETS, la leucose était classée en catégorie 1 (absence
de risque de transmission).
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1.2. Occurrence

Les premicres observations de la maladie datent du 19eme siécle en Allemagne mais ce
n’est qu’en 1969 que Miller et al. ont réussi @ mettre en évidence les particules virales. L’Europe
bien qu’étant le berceau historique de la maladie a réussi a se débarrasser de la leucose grace a
des programme d’éradication réalisé dans les années 80. A 1’exception de I’Europe la maladie
aune réparation mondiale a cause des échanges commerciaux qui ont favorisé sa dissémination.
L’infection a globalement un caractére focal avec une faible extension spontanée. Les signes
cliniques sont assez rares mais le taux d’infection est parfois trés élevé dans les troupeaux
(Lefevre et al., 2003b). Une carte représentant la répartition mondiale du virus de la leucose est

représentée dans la Figure 35.
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Figure 35 : Distribution mondiale de la leucose bovine entre 2014 et 2019 (Marawan et al.,
2021)

1.3. Inscrite sur la liste de 1'Organisation mondiale de la santé animale

(OMSA) ?

La leucose bovine est une maladie inscrite sur la liste de ’OMSA (OMSA, 2023a).
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2. Informations techniques

2.1. Pathogénése

Le pouvoir pathogene de la leucose est 1i¢ au tropisme viral pour le lymphocyte B mais
il peut également infecter d’autres cellules immunitaires. Le cycle de réplication du virus au
sein des cellules immunitaires est représenté dans la Figure 36. Le virus peut persister dans les

lymphocytes B sous forme latente. Trois évolutions de la maladie sont possibles (Ruvoen et al.,
2023):

-L'infection rester inapparente pendant toute la vie de I'animal.

-Chez certains sujets peut apparaitre, au bout de quelques années, une lymphocytose
persistante (chez 10 a 90 % des animaux).

-Chez 1 a 5 % des sujets infectés, peut se développer un lymphosarcome généralisé
(animaux agés en général de 5 a 8 ans).

Le virus perturbe 1'homéostasie des lymphocytes B et T et modifie leurs réponses
prolifératives et apoptotiques en interférant avec l'expression des geénes et les actions des
cascades de signalisation. Les animaux qui développent une lymphocytose persistante subissent
une prolifération massive de lymphocytes B. Cette prolifération est liée a 1’expression
d’anticorps G et d’antigene CD5+ qui bloque apoptose des lymphocytes. Cette protection contre
I’apoptose lors des stades asymptomatiques semble ralentir le développement de la leucémie et
réduire la pathogénicité. C’est l'inactivation du gene suppresseur de tumeur p53 par mutation
qui semble étre I'un des événements critiques associés a la formation de tumeurs par la leucose
chez les bovins (Marawan et al., 2021).
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Figure 36 : Représentation schématique du cycle de réplication d’un rétrovirus (Coffin et al.,
1997)
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2.2. Signes cliniques

Les signes cliniques associés a la maladie sont inconstant mais ils surviennent sur un
faible nombre d’animaux infecté, 1 a 5 animaux atteints de tumeurs pour cent bovins infectés.
Les signes cliniques apparaissent toujours sur des bovins agés de plus de 2 ans, avec un pic
d'incidence entre 5 et 8 ans. (Ruvoen et al., 2023)

Les bovins infectés peuvent présentent 3 phases de la maladie. D’abord, il y a une phase
asymptomatique durant plusieurs années, le seul signe de la maladie étant la présence
d’anticorps contre les protéines virales GP51 et P24. Puis le bovin développe la lymphocytose
persistante comme indiqué dans le paragraphe précedent. Enfin, il y a la phase tumorale avec
développement d’une leucémie, des lymphomes ou des lymphosarcomes. Cette phase rare chez
les animaux peut faire suite a une lymphocytose mais peut aussi se développer chez des
animaux aleucémique. (Florins, 2007)

I1 existe 2 expression clinique de la maladie :

- La forme classique qui commence par des symptdmes généraux non spécifiques tels
qu’une asthénie, un amaigrissement, une polypnée, de la tachycardie, de I’anémie, un
tarissement de la sécrétion lactée et parfois une légere hyperthermie. Puis une phase d'état
s’installe avec une aggravation des symptomes généraux et surtout des symptdmes locaux
matérialisés par I'hypertrophie des nceuds lymphatiques superficiels et profonds. Ces
hypertrophies peuvent provoquer des symptomes fonctionnels variés en fonctions des nceuds
lymphatiques atteints et de leur taille. La maladie peut également présenter des symptomes li€s
a l'infiltration tumorale de différents viscéres comme une stase veineuse, une insuffisance
cardiaque si atteinte du myocarde, une diarrhée avec méléna si atteinte de la caillette, une
exophtalmie si atteinte des conjonctives rétro-orbitaire, une paraplégie si atteinte épidurale.
Chez les animaux qui présentent ces signes cliniques la mort est inexorable en quelques
semaines. (Ruvoen et al., 2023).

- Des formes atypiques qui peuvent survenir avec seulement des symptomes généraux
et fonctionnels liés a la localisation des tumeurs (Ruvoen et al., 2023).

Aucune mention de signe spécifique sur I’appareil reproducteur n’a été retrouvé dans
les recherches que nous avons effectuées.

2.3. Epidémiologie

La durée d’incubation du virus est longue et il peut s’écouler des années avant que les
premiers signes cliniques n’apparaissent (Ruvoen et al., 2023).

La contamination par le virus se font principalement de maniere horizontale, les bovins
infectés (malades ou infection latente) étant le réservoir du virus. Le virus est trés peu résistant
dans le milieu extérieur. Le sang est la matiére virulente essentielle (1/100eme de goutte de
sang peut suffire a transmettre la maladie), suivi par le lait et le colostrum. Les autres sécrétions
et excrétions (sperme, urine et feéces, salive, sécrétions respiratoires) peuvent éventuellement
étre virulentes. Ainsi la transmission peut se faire soit de maniere direct (inhalation de particules
virulentes, coit) ou indirecte, mécanique via un arthropode piqueur (tabanidés et stomoxes en
particulier) et iatrogéne (aiguilles et seringues, instruments de chirurgie, matériel de tatouage,
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d'écornage... contaminés par du sang). Le mode de transmission iatrogene est prédominant
(Ruvoen et al., 2023).

La transmission peut également se produire de facon verticale in utero lors de
I’accouchement (passage de sang maternel vers le foetus), ainsi que par la prise de colostrum et
de lait (Florins, 2007). Mais la transmission via le colostrum et le lait bien que possible est
souvent limité par la présence des anticorps colostraux qui protége les jeunes animaux pendant
plusieurs mois. (Ruvoen et al., 2023). La transmission verticale in utero pourrait étre due selon
Andoh et al. a la capacité des lymphocyte B a étre attiré par certaines chimiokine (CCL2 et
CXCLI10) de I’endométre et a fusionner avec elle.

Dans I’ensemble des études lues, aucun cas de contamination d’animaux via des
embryons n’a été rapporté.

2.4. Diagnostic

L'infection par la leucose peut étre diagnostiquée soit par des tests sérologiques
(Exemple : immunodiffusion en gélose (AGID), test de radio-immunoprécipitation (RIA) ou
test immuno-enzymatique (ELISA)), soit par des techniques de détection de 'ADN proviral
(Exemple : tests de réaction en chaine de la polymérase (PCR) simples, semi-nichés, nichés ou
en temps réel), qui sont des méthodes sensibles et spécifiques (Marawan et al., 2021). Un
tableau récapitulant les différentes techniques de diagnostic est présenté Figure 33.

Purpose
Method Population | Individual animal Contributeto | Confirmation | Prevalence | . '“.“?‘”“e st':.ztus n
freedom freedom from N . . . individual animals or
. . . eradication of clinical of infection - .
from infection prior to . . . populations post-
. . policies cases surveillance L
infection movement vaccination
Identification of the agent®

Virus isolation

PCR + ++ + ++ + -
Detection of immune response

AGID ++ +++ +++ ++ +++ -

ELISA +H+ +4++ +++ ++ +++ -

Key: +++ = recommended for this purpose; ++ recommended but has limitations;
+ = suitable in very limited circumstances; — = not appropriate for this purpose.

PCR = polymerase chain reaction; AGID = agar gel immunodiffusion; ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay.
@A combination of agent identification methods applied on the same clinical sample is recommended.

Figure 37: Méthode d’identification de |’agent pathogene (OMSA, 2023a)
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2.5. Risque potentiel de 1’agent pathogéne pour I’embryon et méthode
de réduction

Dans I’ensemble de nos recherches, nous n’avons pas trouver d’information concernant
la sensibilité du virus au lavage et au traitement a la trypsine.

3. Conclusion

3.1. Embryons produits in vivo

Bien que nous n’ayons pas réussi a trouver d’article évoquant le transfert d’embryons et
le risque de transmission de la maladie in vivo, nous avons considéré que 1’ancienne
catégorisation était toujours valable pour les embryons produits in vivo. Donc, pour ce
parameétre nous suivrons 1’ancienne catégorisation.

3.2. Embryons produits in vitro

Nous n’avons pas trouvé de référence concernant le risque de transmission par des
embryons produits in vitro. Cependant, le virus étant principalement transmission par un contact
lymphocyte B — lymphocyte B nous fait penser que le risque de transmission est faible mais
nous avons besoin de plus de données pour pouvoir prendre une décision.

4. Recommandations

4.1. Embryons produits in vivo

En conservant 1’ancienne catégorisation de la maladie, nous avons décidé de classer le
virus de la leucose bovine en catégorie 1.

4.2. Embryons produits in vitro

En raison de I’absence de littérature concernant ce sujet nous avons classé la leucose
bovine en catégorie 2.
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V1. Leptospirose serovar Hardjo

1. Généralités

1.1. Cause de la maladie

Le genre Leptospira appartient a ’ordre des Spirochaetales et a la famille des
Leptospiraceae. La leptospirose est une maladie provoquée par des leptospires des bacilles
GRAM - de forme filamenteuse trés fines et spiralées qui mesure entre 6 et 20 um. Ces bactéries
sont constituées de cylindre protoplasmique entouré d’une enveloppe complexe et peu
résistance (Lefévre et al., 2003c¢). Cette bactérie est schématisée dans la Figure 38.

|
.

Leplospira

Figure 38 : Schéma d’un spirochéte (gauche) et d’'un leptospire (droit) (Moreau, 2023)

Leptospira présente 24 sérogroupes et plus de 350 sérovars différents ce qui en fait une
espece trés hétérogene. Dans notre étude nous nous concentrerons principalement sur le serovar
Hardjo. Tous les mammiferes domestiques et sauvages ainsi que les hommes sont sensibles a
une infection par cet agent pathogene. Les animaux domestiques les plus sensible sont les
chiens, les bovins, les porcs et les chevaux. Certaines especes de leptospires ont été isolé chez
des amphibiens, des invertébrés, des reptiles et des oiseaux bien qu’aucun signe clinique ne soit
rapporté (OMSA, 2023b). Les signes cliniques peuvent varier en fonction du serovars et de
I’especes touchés mais il s’agit principalement de syndrome urémique, ictérique, hémorragique
et une atteinte de 1’appareil reproducteur (Moreau, 2023). Il s’agit d’une zoonose.

Selon I’ancienne classification, les leptospiroses était catégoris€ en catégorie 4 (risque
de transmission ou données insuffisantes).
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1.2. Occurrence

De nombreuses espéces sauvages sont des réservoirs de Leptospira et maintiennent la
bactérie par des interactions hote-bactérie qui n'ont pas d'impact négatif sur 'animal. Il est donc
important d'évaluer I'épidémiologie de la leptospirose a un niveau plus local pour comprendre
les risques de transmission et I'impact de la maladie. Leptospira est enzootique dans le monde
entier, mais la maladie est plus fréquemment observée dans les environnements chauds et
humides. Ces environnements peuvent &tre saisonniers (zones tempérées) ou plus constants
(régions tropicales). Les précipitations favorisent la persistance de l'organisme dans
l'environnement. En outre, certains sérotypes sont beauco32002up plus dispersés
géographiquement, tandis que d'autres sont présents dans des régions plus limitées (OMSA,
2023Db).

1.3. Inscrite sur la liste de 1'Organisation mondiale de la santé animale
(OMSA) ?

La leptospirose est une maladie qui n’est pas inscrite sur la liste de ’OMSA (OMSA,
2023a).

2. Informations techniques

2.1. Pathogénése

La bactérie pénétre par voie cutanée a travers une peau ramollie par I’humidité ou par
voie respiratoire ou oculaire. Elle dissémine ensuite par voie sanguine dans tout I’organisme et
notamment au niveau des organes parenchymateux tels que le foie ou les reins. Une partie des
bactéries peuvent également disséminer par voie sanguine dans les voies géniales male et
femelle et y rester pendant plusieurs années (Aymée, 2024). Chez les animaux sensibles, les
lésions membranaires de hématies, des cellules endothéliales et des hépatocytes vont entrainer
hémoglobinurie, hémorragie, ictére... La protection immunitaire est médiée principalement par
des anticorps qui apparaissent 1 a 2 semaines apres infection. La protection est partielle : la
bactérie va €tre ¢liminer du sang ou de certains tissus mais elle peut persister au niveau rénal
pendant plusieurs mois voire tout au long de la vie de 1’animal. De plus, il y a peu ou pas
d’immunité croisée entre les différents serovars. (Moreau, 2023). Le devenir de la bactérie dans
I’organisme est synthétisé dans la Figure 39.

Leptospira présente un grand nombre de facteurs de pathogénicité. Elle présente un
pouvoir toxique grace au lipopolysaccharide (LPS) et des hémolysines qui vont attaquer les
érythrocytes et les cellules endothéliales des capillaires. Cette bactérie présente ¢galement un
pouvoir invasif. En effet grace a son flagelle lui assurant la mobilité et la présence d’adhésine,
elle peut se déplacer dans le milieu extérieur, entrer en contact et pénétrer dans I’héte. Elle a
¢galement des capacités de persistance aussi bien dans le milieu extérieur que dans 1’hdte. Son
aptitude a former des biofilms lui permet d’améliorer sa survie dans le milieu extérieur et sa
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capacité a échapper au systéme immunitaire lui permettant de persister au sein de I’hote parfois
sous des formes chroniques (Moreau, 2023).

ires dans I'envirannement

Pénétration dans |'organisme
o
Circulation systémigue ! 5
\ W \%
| |
: Aol c A Taux d'anticorps | Taux d'anticorps élevé |
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Figure 39 : Devenir de Leptospira apres avoir pénétré dans [’hote (Moreau, 2023)

Comme dis plus haut 1’agent pathogeéne peut se retrouver dans les voies génitales des
animaux infectés et s’y maintenir (Aymée, 2024). Cependant, bien que la leptospirose puisse
provoquer des avortements les veaux qui survient ne semble pas se contaminer in utero (Smith
et al., 1997).

2.2. Signes cliniques

Les signes cliniques de la maladie sont divers et dépendent a la fois du sérovar de la
maladie mais aussi du sérogroupe et de I’espéce animal atteinte (Moreau, 2023). Un résumé des
signes cliniques est représenté Figure 40. La maladie peut s’exprimer notamment sous forme
subclinique c’est souvent le cas chez la vache. Le chien est ’espece cliniquement la plus
sensible a la leptospirose. Les chiens sont donc les plus susceptibles de développer une forme
aigiie bien que toutes les especes sensibles puissent I’exprimer. La forme aigiie peut s’exprimer
de 2 fagons soit par une gastroentérite hémorragique intense et rapidement léthale soit par une
forme ictérohémorragique moins fulgurante (Lefévre et al., 2003c). Les lésions associées a la
formes aigué sont des nécroses tubulaires rénale et néphrite suppurée, hépatomégalie +/-
hépatite nécrosante, des hémorragies pulmonaires, pétéchies et ecchymoses sur les muqueuses
et les organes internes.
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Des formes subaigué et chronique existe aussi. Les chevaux peuvent développer une
uvéite avec conjonctivite, cedéme cornéen, synéchies ou cataractes (Moreau, 2023). Et chez les
animaux de production ce sont souvent des troubles de la reproduction qui sont décrit.

Serovar

Leptospira borgpetersenii serovar Hardjo
L. interrogans serovar Hardjo

L. borgpetersenii serovar Tarassovi

L. interrogans serovar Bratislava

L. interrogans serovar Canicola

L. interrogans serovar Grippotyphosa

L. interrogans serovar Icterohaemorrhagiae

L. interrogans serovar Pomona

Hosts

Cattle, sheep
Humans

Pigs

Pigs, horses, dogs
Dogs

Pigs

Cattle, pigs, dogs

Cattle, sheep, pigs

Dogs. humans

Cattle, sheep

Pigs

Horses

Clinical conditions

Abortions, stillbirths, agalactia

Influenza-like illness; occasionally liver or kidney disease
Reproductive failure, abortions, stillbirths
Reproductive failure, abortions, stillbirths

Acute nephritis in pups. Chronic renal disease in adult animals

Abortions and stillbirths. Renal disease in young pigs
Septicaemic disease in young animals; abortion

Acute septicaemic disease in calves, piglets and lambs; abortions
Peracute haemorrhagic disease: acute hepatitis with jaundice;
human infection, Well's disease

Acute haemolytic disease in calves and lambs; abortions
Reproductive failure; septicaemia in piglets

Abortions, periodic ophthalmia

Figure 40 : Signes cliniques due a la leptospirose en fonction du serovar (Moreau, 2023)

Concernant les signes sur [’appareil reproducteur chez les bovins. Lorsque la
leptospirose se manifeste par des signes exclusivement reproducteurs on peut parler de
leptospirose génitale bovine. Cette maladie se caractérise par des mortalités embryonnaires, des
avortements, de I’infertilit¢ ou des veaux qui naissent faible. Il s’agit d’une particularité¢ du
sérogroupe Sejroe dont fait partie le serovar Hardjo. Cette maladie est due a la colonisation des
voies génitales par la bactérie et elle peut ne pas étre diagnostiquée pendant plusieurs années.
Les males peuvent également présenter la bactérie dans leur voie génitale mais le portage
semble étre asymptomatique bien que cela soit une voie de contamination possible des autres
animaux (Aymée, 2024).

2.3. Epidémiologie

En moyenne I’incubation de la maladie dure 7 a 12 jours. Bien souvent notamment avec
les bovins les signes cliniques peuvent passer inapercu. (Moreau, 2023)

La voie de contamination principale par la leptospirose passe par le réservoir de la
maladie : les rongeurs, qui excretent le virus dans leur urine. Les autres espéces sensibles se
contaminent alors soit directement au contact de 1’urine de rongeurs ou indirectement dans le
milieu extérieur précédemment contaminé par les rongeurs. La bactérie peut pénétrer par voie
cutanée, respiratoire ou oculaire. Les hotes occasionnels peuvent également se contaminer entre
eux. (Moreau, 2023) Les différentes voies d’infection sont schématisées dans la Figure 41.
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Hotes réservoirs: 'Métes occasionnels : ‘
| Chien,

Portage rénal : multiplication

des leptospires ) -
Excrétion d’urines Contamination indirecte
contaminées (baignade, ingestion )

v 7

Contamination du milieu extérieur : eau et sol
eau stagnantes, lac, marécages
Survie des leptospires si T* et pH favorables

Figure 41 : Voies de contamination par la leptospirose (Moreau, 2023)

Concernant la contamination entre hotes occasionnels la matic¢re virulente principale est
I’urine mais d’autres voies de contamination sont possibles. Ainsi, des leptospires ont pu étre
retrouvé dans du sperme de taureau c’est pourquoi il est conseillé 1’utilisation d’antibiotique
dans la préparation de paillette de sperme ou dans le substrat des cultures embryonnaire (Paul,
2022).

Une étude de Bielanski et al. de 1996b, a montré que des embryons produits in vitro a
partir de bovins contaminés expérimentalement ne présentaient pas de trace de I’agent
pathogene. Ces mémes embryons ne provoquaient pas de séroconversion chez la receveuse et
les feetus étaient indemne de 1’agent pathogene. Cette étude a également montré que des
embryons contaminer par des leptospires pouvaient se développer normalement. Un transfert
d’embryons avec un embryon contaminé est donc possible.
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2.4. Diagnostic

Les méthodes de diagnostic de la leptospirose sont indiquées dans la Figure 42.

l Contagiosité rare mais possible [semaines & mois)
Sympitmes Conva ]

Période enne d'incubation [7-

20048765432 AT01 2 3 456 7 8 35 002 BUBERTBHYANN2BHENRTBRND
Jours

[ Hémocuture |
L

Cullure LCR |
[ Culture urine

| Serologie [MAT)

Figure 42 : Méthodes de diagnostic de la leptospirose (Moreau, 2023)
LCR : Liquide Cérébro-Rachidien

Dans des cas de suspicion de leptospirose génitale bovine, il est recommandé de réaliser
un test sérologique avec une méthode d’agglutination suivi de PCR sur des prélévement
génitaux (mucus cervicovaginal, fragment d’utérus) (Paul, 2022).

2.5. Risque potentiel de I’agent pathogeéne pour I’embryon et méthode de réduction

Une étude de Bielanski de 1996b a monter que 1’agent pathogéne n’étaient pas isolé
dans des embryons infectés expérimentalement s’ils étaient cultivés dans un milieu de culture
contenant de la pénicilline et de la streptomycine. A I’inverse, I’agent pathogene étaient isolé
lorsque les embryons étaient cultivés sans antibiotique.

Une étude de Bielanski de 1998b a étudier des embryons en stade morula avec une zone
pellucide intacte que les chercheurs ont mis en contact avec spirocheéte du serovar Hardjo
pendant 24h. Cette étude a montré que la bactérie était capable de s’accrocher a la zone
pellucide aussi bien a sa surface que dans ces pores malgré des lavages standards comme
recommandé par ’ETS. Les leptospires ont également réussi dans certains cas a pénétrer dans
I’embryon et ont provoqué des dommages aux membranes et au cytoplasme.

3. Conclusion

3.1. Embryons produits in vivo

Malgré nos recherches nous n’avons pas été en mesure de trouver des articles concernant
le risque de transmission de cet agent par un transfert d’embryons in vivo. Cependant, la
présence de 1’agent pathogéne dans les voies génitales femelles est démontré et comme
I’indique I’étude de Bielanski (1998b) les leptospiroses sont capables de s’accrocher et pénétrer
les embryons. Un risque de transmission est donc possible mais afin de confirmer ou infirmer
cette hypothése des recherches supplémentaire sont nécessaires.
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3.1. Embryons produits in vitro

La capacité de la bactérie a s’accrocher et pénétrer les embryons représente un risque
notamment car les lavages ne semblent pas efficaces pour supprimer 1’agent. Cependant,
I’utilisation des antibiotiques permet de limiter ce risque en éliminant 1’agent pathogéne. Nous
n’avons pas trouvé d’information sur la capacit¢ d’un embryon infecté a contaminer la
receveuse ou a produire un veau contaminé. Ainsi, des recherches supplémentaires semblent
nécessaire pour pouvoir conclure.

4. Recommandations

4.1. Embryons produits in vivo

Nous avons décidé de classer la bactérie en catégorie 2 en raison d’un manque de
données sur le risque réel de transmission.

4.2. Embryons produits in vitro

Nous avons décidé de classer la bactérie en catégorie 2 en raison d’un manque de
données notamment sur 1’efficacité d’un traitement antibiotique des embryons.
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Hugo de Mori

Risques de transmission de pathogénes via les embryons : enquéte internationale et
point bibliographique sur les pathogénes d’intérét

Risks of pathogen transmission via embryos: international survey and bibliographic
review of pathogens of interest

Theése d’Etat de Doctorat Vétérinaire : Nantes, le 25 Octobre 2024

RESUME

Le transfert d’embryons est une technique importante permettant d’améliorer la génétique
des animaux de rente en France comme a 1I’étranger. Cependant, les échanges d’embryons
provenant d’élevages ou de pays différents induisent un fort risque biologique. Le transfert
d’embryons est donc réglementé, avec une catégorisation des maladies (selon le risque de
transmission via les embryons) qui doit étre réévaluée (simplification, prise en compte des
embryons produits in vitro). Ce travail de these réalisé en lien avec 1’International Embryo
Technology Society comprend une enquéte internationale aupres de spécialistes du transfert
d’embryons afin de connaitre les maladies les plus a risque de transmission via les embryons.
L’enquéte a permis d’établir une liste hiérarchisée de maladies selon le risque de transmission
pour catégoriser en priorité les plus restrictives pour les échanges. Ce travail présente aussi
un essai de catégorisation grace a une étude bibliographique de 6 maladies ciblées par
I’enquéte. Les propositions de catégories (de 1 a 3 par risque croissant) sont les suivantes :

- Virus de la fievre catarrhale ovine : catégorie 1 in vivo chez le bovin sauf pour le

sérotype 8 (catégorie 3), et chez les ovins (catégorie 2) et catégorie 2 in vitro

- Virus de la diarrhée virale bovine : catégorie 3 in vivo et in vitro

- Herpesvirus bovin de type 4 : catégorie 2 in vivo et catégorie 1 in vitro

- Mycoplasma bovis : catégorie 2 in vivo et in vitro

- Virus de la leucose : catégorie 1 in vivo et catégorie 2 in vitro

- Leptospira serovar Hardjo : catégorie 2 in vivo et in vitro

MOTS CLES :

- TRANSFERT D'EMBRYONS

- ENQUETE

- REGLEMENTATION SANITAIRE
- RISQUE SANITAIRE

- FIEVRE CATARRHALE OVINE
- DIARRHEE VIRALE BOVINE

- HERPESVIRUS BOVIN TYPE 4
- MYCOPLASMA BOVIS

- LEUCOSE BOVINE

- LEPTOSPIROSE
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