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relatif a une demande d’évaluation des risques environnementaux liés a la
demande d’autorisation de mise sur le marché du vaccin a usage vétérinaire
Vectormune HVT-AIV, contenant des organismes géenétiquement modifiés
(dossier n°EMA/V0006288)

L’Anses met en ceuvre une expertise scientifique indépendante et pluraliste.

L’Anses contribue principalement a assurer la sécurité sanitaire dans les domaines de I'environnement, du travail
et de l'alimentation et a évaluer les risques sanitaires qu'’ils peuvent comporter.

Elle contribue également a assurer d’une part la protection de la santé et du bien-étre des animaux et de la santé
des végétaux et d’autre part a I’évaluation des propriétés nutritionnelles des aliments.

Elle fournit aux autorités compétentes toutes les informations sur ces risques ainsi que l'expertise et I'appui
scientifique technique nécessaires a I'élaboration des dispositions Iégislatives et réglementaires et a la mise en
ceuvre des mesures de gestion du risque (article L.1313-1 du code de la santé publique).

Ses avis sont publiés sur son site internet.

La Direction de I'évaluation des risques (DER) de I'Anses a été saisie le 15 mars 2023 par
'Agence nationale du médicament vétérinaire (ANMV) pour évaluer les risques
environnementaux dans le cadre d’'une demande centralisée d’autorisation de mise sur le
marché (AMM) du vaccin a usage vétérinaire Vectormune HVT-AIV contenant des organismes
génétiguement modifies (OGM).

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

Conformément au Réglement (CE) n°2019/6, notamment a l'article 44, 'Agence européenne
des médicaments — European Medicines Agency (EMA) et son Comité des médicaments
vétérinaires (CVMP) sont chargés de procéder a I'évaluation des dossiers de demande
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centralisée d’AMM concernant les médicaments vétérinaires et de rendre un avis a la
Commission européenne.

Le CVMP, composé de représentants de chaque Etat membre, désigne I'un de ses membres
en tant que rapporteur. La France est représentée au comité par deux membres de TANMV,
dont l'un a été désignée en tant que rapporteur pour I'évaluation du dossier de demande
d’autorisation d’AMM du vaccin vétérinaire Vectormune HVT-AIV.

L’évaluation des risques pour I'environnement et la santé publique que peut représenter la
dissémination volontaire dOGM en France est confiée a I'’Anses depuis le 1° janvier 2022.
Dans ce cadre, TANMV a sollicité la DER pour analyser la partie du dossier relative a
I'évaluation des risques environnementaux (partie 3-E) liés a la mise sur le marché du vaccin
Vectormune HVT-AIV contenant des OGM.

La directive 2001/18/CE* s’applique pour I'évaluation de ce dossier.

En raison du bénéfice que représenterait la mise a disposition rapide sur le marché de ce
vaccin vétérinaire contre les souches virales de I'influenza aviaire hautement pathogéne en
circulation dans le contexte de cette demande, cette derniere a été soumise dans des
circonstances exceptionnelles, ce qui signifie réglementairement, que certains documents
relatifs a la qualité, la sécurité ou I'efficacité peuvent ne pas étre fournis sous réserve d'une
justification par le pétitionnaire?. Une demande de dissémination volontaire pour un essai
combiné sécurité/efficacité de ce vaccin sur le terrain, aux Pays-Bas, étant en cours
d’évaluation lors de la demande, le pétitionnaire n’a pas pu fournir ces documents.

2. ORGANISATION DE L’EXPERTISE

L’expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise —
Prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».

L’expertise collective a été réalisée par le Groupe de Travail (GT) « Biotechnologie », réuniles
15 mars, 12 avril, 11 mai, 30 juin, 19 septembre 2023 et 18 janvier 2024 sur la base de rapports
initiaux rédigés par deux rapporteurs. Elle a été conduite en se basant sur les documents
guides de 'EMA, ainsi que sur les éléments complémentaires jugés nécessaires par les
rapporteurs et les experts du GT.

L’EMA a recu la demande d’AMM du vaccin vétérinaire Vectormune HVT-AIV le 15 mars 2023
(JO). La procédure pour I'évaluation des médicaments vétérinaires contenant des OGM ou
consistant en de tels organismes? s’applique pour ce dossier.

Conformément au calendrier relatif a cette procédure (Annexe 1), I'expertise du GT
« Biotechnologie » s’est déroulée en 2 phases, une phase d’évaluation du dossier de demande
d’AMM (partie 3-E) du 15 mars au 24 mai 2023 puis une phase de mise a jour de I'’évaluation
suite a la consultation des autorités compétentes OGM et de proposition d’'une liste de
questions a adresser au pétitionnaire (LoQ), du 13 juin au 12 juillet 2023, qui ont donné lieu a
des rapports, transmis a TANMV.

Le présent avis est une synthése du rapport d’évaluation amendé du GT « Biotechnologie ».

1 Directive 2001/18/CE du Parlement européen et du Conseil relative a la dissémination volontaire
d’organismes génétiquement modifiés dans I'environnement.

2 Se référer a larticle 25 du Reéglement 2019/6 du Parlement européen et du Conseil relatif aux
médicaments vétérinaires

3 EMA, 2013. Evaluation of veterinary medicinal products containing or consisting of GMO. SOP/V/4012.
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L’Anses analyse les liens d’intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au
long des travaux, afin d’éviter les risques de conflits d’intéréts au regard des points traités dans
le cadre de I'expertise.

Les déclarations dintéréts des experts sont publiées sur le site internet:
https://dpi.sante.gouv.fr/.

3. ANALYSE ET CONCLUSIONS DU GT « BIOTECHNOLOGIE »

3.1. Introduction

Le médicament vétérinaire Vectormune HVT-AIV est un vaccin vivant, constitué du virus
herpés de la dinde (HVT), souche FC-126, génétiquement modifié afin d’exprimer le géne de
I'hnémagglutinine (HA) du virus de l'influenza aviaire de type H5. Ce vaccin est désigné
rHVT/AI/H5 dans ce rapport.

Il est destiné a 'immunisation active des poulets soit par injection sous-cutanée des poussins
a 1 jour d’age, soit par injection in ovo des ceufs embryonnés de 18-19 jours d’age :

e pour la réduction des signes cliniques et de la mortalité, causés par le virus de
linfluenza aviaire hautement pathogéne (HPAI) de type H5, et pour la réduction de la
transmission aviaire des virus HPAI H5 ;

e pour la réduction des signes cliniques causés par le virus de la maladie de Marek (MD)
virulent, de sérotype 3.

Ce vaccin rHVT/AI/H5 est autorisé aux Etats-Unis depuis 2012, ainsi que dans 16 autres pays
(hors Union européenne - UE), dans les mémes conditions que celles revendiquées pour cette
demande d’AMM. En 2022, 345 millions de doses ont été vendues dans ces pays.

Un vaccin de construction moléculaire similaire, le Vectormune ND, est autorisé dans 'UE
depuis 2015. Il est construit a partir de la méme souche vaccinale FC-126 de I'herpés virus de
la dinde (HVT), génétiquement modifiée avec l'insertion d’'un géne d’expression (protéine F du
virus de la maladie de Newcastle) dans une région non codante de HVT, entre les génes UL45
et UL46, comme cela a été fait pour le rHVT/AI/HS.

3.2. Caractéristiques de ’'OGM
3.2.1. Informations relatives a la souche parentale

= Taxonomie et caractéristiques génétigues et phénotypigues de la souche parentale

La souche parentale utilisée pour la production du vaccin rHVT/AI/H5 est la souche FC-126
de Maleagrid Herpesvirus 1, dont la taxonomie est la suivante :

e Ordre : Herpesvirales

e Famille : Herpesviridae

e Sous-famille : Alphaherpesvirinae

e Genre : Mardivirus

o Espece : Maleagrid herpesvirus 1 (Virus herpés des dindes)
e Souche : Souche FC-126 du HVT
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Cette souche a été pour la premiére fois isolée a partir d’'une dinde « commerciale* » aux
Etats-Unis a la fin des années 60. Elle n’est pas issue de I'atténuation d’'une souche virulente.
Elle est utilisée chez les poulets comme souche vaccinale contre la maladie de Marek depuis
plus de 45 ans. Sa séquence génomique compléte est disponible dans la base de données
Genbank (Afonso et al., 2001).

Ses caractéristiques phénotypiques sont les suivantes :

apathogeénicité ;

forte affinité cellulaire ;

effet cytopathique typique sur des fibroblastes embryonnaires de poulets (CEF)
(dommages visibles, formation de plaques) ;

gamme d’hétes limitée aux espéces aviaires ;

propagation au sein de son héte naturel, la dinde, et non au sein de I'espéce cible de
ce vaccin, le poulet ;

utilisation s(re chez les poulets a un age trés précoce (in ovo ou a I'age de un jour) ;
réplication autolimitée : la souche reste latente tout au long de la vie du poulet et les
anticorps persistent toute sa vie.

Le vaccin rHVT/AI/HS exprime 'hémagglutinine (HA) du virus de I'influenza aviaire (AlV) de
type H5 (virus donneur).

= Description des techniques d’identification et de détection de la souche parentale

Dans des cultures cellulaires de CEF (permettant la détection de cellules infectées
isolées) :

o les plagues virales (effet cytopathique typique) peuvent étre observées
macroscopiquement ou visualisées par coloration au Giemsa, au noir de
Naphtaléne ou par immunofluorescence ;

o test d’immunofluorescence sur une culture de CEF avec I'anticorps monoclonal
L78, spécifique du HVT.

Dans des échantillons sanguins :
o ensemencement de lymphocytes sur des monocouches de CEF.

Avec des échantillons d’ADN viral :

o réaction par PCR® avec des amorces spécifiques du HVT.

= Description de la répartition géographique et de I’habitat naturel de la souche parentale

(symbiotes, hbtes)

Le HVT est limité a 'h6te (poulets) et d’aprés la littérature abondante, ne peut infecter que les
dindes par voie naturelle (nécessitant des interactions biologiques). D’autres espéces aviaires
comme les poulets, cailles et faisans peuvent étre infectées expérimentalement, par injection.
La souche FC-126 du HVT est déja utilisée dans le monde entier comme vaccin contre la
maladie de Marek depuis plus de 45 ans dans l'industrie avicole.

4 Dinde sélectionnée et élevée spécifiguement pour la production de chair
5 PCR : polymerase chain reaction
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= Potentiel transfert du matériel génétique a d’autres organismes

Le transfert ou I'échange de matériel génétique avec d’autres organismes n’a jamais été
observé pour le HVT, y compris dans des conditions ou les poulets vaccinés sont
« surinfectés » par le virus de la maladie de Marek (MDV) virulent ou lorsque le HVT (sérotype
3 du MDV) est administré en tant que vaccin polyvalent avec des souches de sérotype 2 et/ou
de sérotype 1.

= Stabilité génétique de la souche parentale

La souche parentale n’est pas issue de I'atténuation d’'une souche virulente.

Le pétitionnaire indique que cette souche est utilisée comme souche vaccinale depuis plus de
45 ans dans le monde entier et aucune modification de son génome n’a jamais été signalée
dans la littérature ou dans le cadre de la pharmacovigilance.

= Caractéristigues pathologigues, écologiques et physiologigues

(a) Classification du danger

Le HVT n’est pas inclus dans la directive européenne 2000/54/CE® et n'est pas considéré
comme une zoonose. Aucune autre espéce que l'espéce aviaire n’est connue pour étre
sensible a l'infection par le virus HVT.

(b) Temps de génération dans les écosystemes naturels, cycle de reproduction

Le HVT a besoin de 7 jours a partir de l'inoculation pour étre excrété par les cellules
épithéliales du follicule plumeux.

(c) Information sur la survie

Le virus du vaccin HVT ne peut survivre que dans des CEF viables. Les facteurs affectant la
survie des CEF affectent également la viabilité du virus. La survie des CEF dans
I'environnement est courte, par exemple 4h sur des copeaux de bois stériles et des cotons
tiges a 37 et 25°C (imitant I'environnement d’un poulailler). Les températures élevées, la
dessiccation et le pH affectent la survie des CEF.

Le virus du vaccin HVT pourrait se propager a d’autres espéces aviaires par l'intermédiaire de
la poussiére provenant des follicules plumeux des poulets. Ces particules de poussiére
peuvent étre relativement stables et conserver le virus infectieux pendant de longues périodes.
Cependant, jusqu’a présent, seules les dindes ont pu étre infectées naturellement, toute autre
espéce aviaire nécessitant une injection pour étre expérimentalement infectées.
(d) Pathogénicité

Le HVT est un virus totalement apathogéne qui n’a jamais été associé a une quelconque
maladie chez les poulets ou dindes. Jusqu’'a présent, seule une infection naturelle chez la
dinde (héte naturel) a été décrite, et se produit par inhalation des particules de poussieres. Il
n’y a pas de transmission verticale. Le HVT persiste dans les lymphocytes sanguins tout au
long de la vie de I'animal. La réactivation du virus latent n’est pas attendue car la souche
vaccinale n’est pas immunosuppressive.

6 Directive 2000/54/CE du Parlement européen et du Conseil du 18 septembre 2000 concernant la
protection des travailleurs contre les risques liés a I'exposition & des agents biologiques au travail
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3.2.2. Caractéristique du vecteur

- Nature et source du vecteur

De multiples étapes de clonage ont été réalisées afin de construire le plasmide de transfert du
géene HA du virus de P’influenza aviaire (AlV) de type H5. Le géne HA de 'AlV hautement
pathogéne a été isolé du génome de ce dernier par PCR et la séquence du site de clivage de
ce méme géne a été modifiée afin d’obtenir la séquence du site de clivage des souches virales
de l'influenza aviaire faiblement pathogéne (LPAI).

Le transfert du matériel génétique par ce vecteur s’est fait par recombinaison de 'ADN lors de
la co-transfection avec la souche HVT.

Seuls le fragment d’ADN flanquant du génome HVT (utilisé pour la recombinaison), un
promoteur CMV, le géne HA H5 modifié et la cassette SV40 poly A ont été transférés du
vecteur, par recombinaison avec la souche HVT. Les autres régions du vecteur de transfert
plasmidique n’ont pas été transférées a TOGM.

= |nformations surla mesure dans laguelle le vecteur est limité a ’ADN nécessaire pour remplir
la fonction prévue

Les séquences extérieures aux séquences flanquantes de HVT présentes au niveau du
vecteur de transfert et utilisées pour la recombinaison (en particulier les génes LacZ et de
résistance a I'ampicilline) n’ont pas été transférées dans 'OGM final.

La séquence insérée a été confirmée par Southern blots a 'aide de sondes ADN et par
séquencage apres amplification de la séquence insérée par PCR.

3.2.3. Caractéristiques de I’organisme génétiquement modifié

= Informations concernant la modification génétique

La modification génétique de la souche HVT FC-126 a été réalisée en un événement unique
par recombinaison homologue dans des cellules CEF co-infectées par TADN du HVT et TADN
du plasmide de transfert.

(a) Pureté de l'insert par rapport a toute séquence inconnue et informations sur la mesure
dans laquelle la séquence insérée est limitée a 'ADN nécessaire pour remplir la
fonction prévue

L’analyse des séquences a été effectuée de part et d’autre des jonctions de recombinaison
HVT aprés extraction par PCR des genes étrangers insérés. Les séquences d’ADN du virus
recombinant étaient similaires a la séquence du vecteur de transfert (aucune recombinaison
non-désirée détectée). Les séquences insérées sont limitées a une copie du géne HA du
promoteur CMV et de la séquence SV40 poly A.

Commentaire du GT « Biotechnologie » : Afin de s’assurer qu’aucune modification n’est
intervenue dans le génome viral et ne risque d’altérer ses propriétés biologiques, le GT
considéere que le pétitionnaire doit fournir une analyse moléculaire de la séquence
compléte du génome de la souche virale OGM.
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(b) Méthodes et critéres utilisés pour la sélection

Des dilutions limites, aprés transformation des CEF, ont été utilisées pour sélectionner I'isolat
rHVT/AI-H5. Le Master Seed Virus correspond a un isolat rHVT/AI-H5 qui a été passé 12 fois
(7 pour l'isolement + 5 pour I'expansion) dans les cellules CEF.

(c) Séquence, identité fonctionnelle et emplacement du ou des segments d’acide
nucléigue modifiés/insérés
La cassette codante HA a été introduite dans la région non codante de 'HVT entre UL45 et
UL46, considérée comme non essentielle pour la réplication de 'HVT. Cette région moléculaire
d’insertion a déja été utilisée pour le Vectormune ND (autorisé dans 'UE depuis 2015), sans
aucune altération des paramétres de croissance ou de sécurité par rapport a la souche
réceptrice HVT.

= |nformation concernant la souche virale OGM obtenue

(a) Description des caractéres génétiques ou phénotypiques, et en particulier des
nouveaux caractéres exprimés

Les caractéristiques de 'OGM sont essentiellement celles de la souche vaccinale parentale,
car l'insertion du géne HA a été effectuée dans une région non codante entre deux cadres de
lecture ouverts HVT et, par conséquent, a I'exception de I'expression du géne HA aucun autre
trait génétigue ou caractéristique phénotypique ne devrait étre modifié.

e Tropisme tissulaire

La prolifération du rHVT/AI-H5 chez les poulets a été étudiée en comparaison avec la souche
vaccinale parentale HVT FC-126 apres administration in ovo a des ceufs embryonnés de 18
jours d’age. Les embryons de poulet ont recu une dose > 10x de rHVT/AI-H5 ou du virus
parental HVT. Un troisieme groupe a été retenu comme groupe négatif non inoculé.
L’expérience a été réalisée en 2009 dans une ferme exempte de pathogénes (SPF). Les
animaux ont été autopsiés et les tissus ont été analysés. Aucune réaction indésirable au vaccin
ni aucun signe clinigue de maladie n'ont été observés.

En termes de localisation du virus, dans les globules blancs, la rate, le thymus et la bourse de
Fabricius, et a deux temps différents (10 et 21 jours aprés inoculation), il n’y avait pas de
différences qualitatives apparentes (similitudes des effets cytopathiques des tissus, pas de
signes cliniqgues ou de lésions grossiérement observables, ou de réactions indésirables au
vaccin) entre les poulets inoculés par le rHVT/AI-H5 et le HVT FC-126 (n=20 animaux par
groupe, donc 10 par point temporel).

Commentaire du GT « Biotechnologie » : Le pétitionnaire conclut que pour laréplication
in vivo et le tropisme tissulaire, les caractéristiques biologiques du rHVT/AI-H5 ne sont
pas différentes de celles du virus parental. D’autres tissus auraient pu étre inclus dans
I’analyse (par exemple, les muscles, les poumons...) pour évaluer I'impact potentiel de
la modification génétique sur le tropisme. De plus, cette expérience n’a été réalisée
gu’une seule fois. Cette expérience devrait inclure plusieurs réplicats biologiques.

o Sécurité a long terme chez I'animal cible
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L’innocuité du rHVT/AI-H5 chez les poulets, apres inoculation par voie sous-cutanée a une
surdose de 10x a des poussins sensibles agés de un jour ou in ovo a des embryons agés de
18 jours, a été étudiée en comparaison avec la souche virulente RB1B du virus de la maladie
de Marek ou avec un placebo (4 groupes, 50 poulets par groupe). La souche RB1B a été
inoculée a I'age de quatre jours. L’expérience a été réalisée en 2009. Les poussins ont été
élevés dans une ferme exempte de pathogenes (SPF). Les poulets ont été observés
quotidiennement pour détecter les signes cliniques de la maladie de Marek ou de l'influenza
aviaire et les potentiels effets indésirables jusqu’a I'dge de 120 jours, puis autopsiés et
examinés afin de détecter de potentiels signes cliniques de la maladie de Marek. Les poulets
infectés par la souche RB1B ont été examinés quotidiennement jusqu’a I'age de 50 jours, puis
ont été autopsiés.

Dix-sept poulets, issus de différents groupes, sont morts avant la fin de la période
d’observation, mais les causes des déceés ont été déterminés comme non liées au vaccin.
Trente-quatre poulets du groupe de traitement avec la souche RB1B sont morts pendant la
période d’observation de 50 jours, et 33 d’entre eux présentaient des lésions macroscopiques
de maladie de Marek lors de I'autopsie. Aucune réaction indésirable au vaccin ni aucun signe
clinique de maladie de Marek ou d’Influenza aviaire n’ont été observés chez les poulets
vaccinés avec le rHVT/AI-H5 au cours de la période d'observation. Aucun des poulets des
groupes vaccinés avec le rHVT/AI-H5 et des témoins négatifs n’a développé de Iésions
macroscopiques de maladie de Marek ou d’Influenza aviaire, et le poids corporel moyen des
poulets de ces groupes vaccinés n’était pas statistiquement différent de celui des témoins
négatifs sous placebo a la fin des 120 jours.

Commentaire du GT «Biotechnologie »: L’expérience manque de réplicats
biologiques. De plus, aucun groupe réplicat n’a été inoculé dans des conditions
terrains, avec la dose standard du rHVT/AI-H5 (2 500 — 10 000 PFU).

e Sécurité chez les especes non-cibles

L’innocuité du rHVT/AI-H5 a été étudiée chez les pigeons, cailles, faisans et dindes aprés
inoculation sous-cutanée a 10 fois la dose et en comparaison a une inoculation avec la souche
parentale HVT. Les dindes ont été inoculées a I'dge de 12 jours, les cailles a I'age de 4
semaines, et les faisans et pigeons a I'age adulte. 10 dindes (5 pour les contrbles négatifs) ;
21 faisans (20 pour les contréles négatifs), 20 pigeons (10 pour les contrdles négatifs) et 20
cailles ont été inclus dans chaque groupe.

Les animaux ont été observés quotidiennement pour détecter toute réaction indésirable au
vaccin et tout signe clinique de la maladie de Marek ou de I'Influenza aviaire. Aprés 5 semaines
d’observation, les animaux ont été autopsiés et examinés afin de rechercher toute lésion
macroscopiquement observable correspondant a la maladie de Marek ou a I'Influenza aviaire.

Aucune réaction indésirable au vaccin ni aucun signe clinique de la maladie de Marek, de
I'Influenza aviaire ou d’une quelconque maladie n'ont été observés chez les animaux inoculés
ou témoins, quelle que soit I'espece aviaire. Toute mortalité recensée pendant la période
d’observation a été évaluée comme n’étant pas liée au vaccin.

Commentaire du GT « Biotechnologie »: Etant donné que certaines pratiques de
production des poulets dans I’'UE sont sensiblement différentes en termes d’exposition
aux espeéces non-cibles (élevage en plein air par exemple), et que le HVT peut se
répliquer dans les cellules primaires de poulet, de canard et de caille, le GT considére
que les canards devraient également étre inclus a I’étude de sécurité chez les espéces
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non-cibles. Les oies et pintades devraient également étre prises en compte, considérant
gue le HVT peut se répliquer dans leurs cellules.

e Tropisme pour les cellules de mammiféres

D’apres la littérature, le HVT ne peut pas se répliquer chez les mammiferes (lignées cellulaires
et espéces, des études ont par exemple été menées sur des hamsters ou plusieurs espéces
de singe).

Le tropisme pour les lignées cellulaires de mammiféres a été évalué dans 3 lignées
différentes : rein de porc PK-15, embryon albinos de souris 3T6 et rein de chien MDCK, aprés
5 passages.

Aucun signe d’effet cytopathique n’a été observé 7 jours aprés I'inoculation et 5 passages, ces
lignées cellulaires de mammiféeres ne sont donc pas permissives aux souches virales
parentales HVT et rHVT/AI-H5.

Commentaire du GT « Biotechnologie » : le GT considére que le spectre d’analyse est
trés restreint. D’autres lignées cellulaires de mammiféres, incluant des cellules
humaines, devraient étre incluses.

¢ Dissémination et propagation

Le rHVT/AI-H5 devrait étre excrété et se propager de fagon similaire a la souche parentale
HVT.

Pour évaluer I'excrétion et la propagation du rHVT/AI-H5, des poulets non vaccinés ont été
placés en contact direct avec des poulets vaccinés par une dose élevée (> 10x environ
500 000 UFP) de rHVT/AI-H5 par inoculation in ovo (n=25 animaux par groupe pour les
embryons vaccinés, n=15 pour les animaux en contact). Dans cet essai, aucun virus n’a pu
étre détecté chez les poulets non-vaccinés jusqu’a I'age de 21 jours aprés inoculation,
indiquant une faible capacité d’excrétion et de propagation virale du rHVT/AI-H5 des animaux
vaccinés vers les poulets exposés par contact.

Commentaire du GT « Biotechnologie » : Considérant que le rHVT/AI-H5 peut encore
étre détecté chez les poulets 21 jours aprés inoculation du vaccin in ovo, le GT
considére que la durée de I'essai (21 jours) n’est pas valable et ne reflete pas les
pratiques d’élevage dans I’Union européenne (au moins 5 semaines). De plus,
I’expérience manque de réplicats biologiques, et aucun groupe réplicat n’a été inoculé
dans des conditions terrains, avec la dose standard du rHVT/AI-H5 (2 500 — 10 000 PFU).

(b) Structure et quantité d’acide nucléique ou vecteur restant dans la construction finale
de 'OGM

Une copie du gene HA ainsi qu'une copie du promoteur CMV et du site polyA SV40 sont
présentes dans le Vectormune HVT-AIV. L’analyse de la séquence des génes étrangers
insérés a été effectuée aprés extraction par PCR de part et d’autre des jonctions de
recombinaison HVT et a révélé les séquences attendues.

Commentaire du GT « Biotechnologie » : Afin de s’assurer qu’aucune modification n’est
intervenue dans le génome viral et ne risque d’altérer ses propriétés biologiques, le GT
demande au pétitionnaire de fournir une analyse moléculaire de la séquence complete
du génome de la souche GM.
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(c) Stabilité génétique de 'organisme
La stabilité génétique de I'organisme a été vérifiee par séquengage des jonctions de I'insert et
de deux régions centrales de I'insert (géne HA et promoteur CMV) aprés 5 passages (MSV et
MSV+5). Les données de séquencage sont fournies par le pétitionnaire.

La stabilité de 'organisme et I'expression de son insert ont été vérifiées par deux analyses
Southern Blot, une analyse Western Blot et un test d’immunomarquage spécifique des plages
de lyses dans les cellules CEF a MSV (Master Seed virus) et MSV+5.

Commentaire du GT « Biotechnologie » : Le GT considére que I’expérience manque de
réplicats biologiques pour conclure quant a la stabilité de I’expression de I'insert.

La stabilité génétique et I'absence de réversion vers la virulence du vaccin rHVT/AI-H5 ont été
vérifiées aprés 5 passages chez les poulets (back-passage aprés 7 jours d’inoculation). Les
poulets ont été inoculés par voie sous-cutanée (n=10 pour l'inoculation avec le vaccin, n=5
pour le témoin négatif). Les poulets vaccinés avec le 5¢ passage ont été autopsiés a la fin
d'une période d’observation de 45 jours et n‘ont montré aucune lésion macroscopique
spécifigue de la maladie de Marek. Apres ces 5 passages chez les poulets, des analyses
moléculaires ont été réalisées (Southern hybridation et séquencage apres PCR sur régions
spécifiques) sur les globules blancs. Aucune différence n’a été observée entre le MSV
rHVT/AI-H5 et le MSV+5 et avec le back-passage.

Commentaire du GT « Biotechnologie » : Le GT considére que I’expérience manque de
réplicats biologiques pour conclure quant a la stabilité et ’'absence de réversion vers
la virulence du rHVT/AI-H5. De plus, I’essai n’a pas été réalisé aprés inoculation in ovo.

Le GT « Biotechnologie » demande que le pétitionnaire précise si ces analyses (et au
moins I'analyse génétique moléculaire) sont destinées a étre répétées pour chaque
libération de lot.

(d) Taux et niveau d’expression du nouveau matériel génétique

La spécificité de la méthode d'immunomarquage de plages de lyse dans les cellules CEF est
assurée par l'utilisation d’'un antisérum de poulet contre la protéine HA du sous-type H5 du
virus 1A.

Commentaire du GT « Biotechnologie » : Le rapport de validation de la méthode de
détection du nouveau matériel génétiqgue (immunomarquage des plages de lyse dans
les cellules CEF), confirmant sa sensibilité et sa spécificité, doit étre fourni dans le
dossier du pétitionnaire.

(e) Activité de la protéine exprimée
La protéine exprimée HA a un rble d’antigene afin d’induire une réponse immunitaire chez le
poulet contre les souches H5 de linfluenza aviaire.

Commentaire du GT « Biotechnologie »: les données relatives a la localisation
cellulaire de la protéine HA-H5 et a sa demi-vie d’expression devraient étre fournies par
le pétitionnaire.
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(f) Description des techniques d’identification et de détection
Différentes techniques de détection et d’identification sont utilisées :

o les plages virales (effet cytopathique typique) peuvent étre observées
macroscopiguement ou visualisées par coloration au Giemsa, au noir de
Naphtaléne ou par immunofluorescence (anticorps spécifiques anti-HVT) dans
des cultures primaires ou secondaires de cellules de poulets (CEF par
exemple) ;

o RT-PCR et extraction PCR pour séquencage avec des amorces spécifiques
pour l'influenza aviaire H5N1.

(g) Sensibilité, fiabilité et spécificité des techniques de détection et d’identification

La culture en CEF permet de détecter des cellules infectées isolées, la sensibilité de la
technique de détection virale est donc considérée comme élevée.

L’utilisation de la PCR pour détecter la séquence HA ou de techniques d’'immunofluorescence
utilisant des anticorps spécifiques dirigés contre la glycoprotéine HA insérée augmente la
spécificité.

e Considérations relatives a la santé humaine et animale

La souche vaccinale est un virus a ADN, dérivée d’'une souche HVT apathogéne. Les études
expérimentales sur I'innocuité a long terme chez I'animal cible et chez les espéces animales
non cibles ont démontré I'apathogénicité du rHVT/AI-H5 chez les poulets, pigeons, cailles,
faisans, dindes.

Le HVT est naturellement limité aux espéces aviaires. Depuis les années 70, différents tests
in vitro ont été réalisés pour infecter ces lignées cellulaires et des cellules primaires provenant
de différentes espéces de mammiféres, y compris les cellules humaines HEK, et aucun signe
de réplication virale n'a été observé aprés 46 jours de culture ou par des tests
d'immunofluorescence, méme aprés 6 a 10 passages en aveugle.

L’étude expérimentale sur la sécurité chez les espéces non aviaires n’a démontré aucune
preuve d’effet cytopathique dans 3 lignées cellulaires de mammiferes. Les essais de
réplication in vivo de I’'HVT chez plusieurs espéces de mammiféres (hamster, singe) ont mis
en évidence l'absence de réplication possible, confirmant que la gamme d’héte du rHVT/AI-
H5 est limitée aux espéces aviaires et qu’il est trés peu probable qu’il y ait une dissémination
des de la souche GM des animaux vaccinés vers des espéces non vaccinées ou d’autres
especes.

Commentaire du GT « Biotechnologie » : Les informations mises a disposition par le
pétitionnaire pour cette section n’appellent pas de commentaires de la part du GT.
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3.3. Informations concernant les conditions de dissémination et I’environnement
récepteur

Cette section se réfere surtout & des exigences relevant des demandes d’essais terrain.

Le vaccin est présenté dans des ampoules de verre contenant 1000 a 4000 doses. Chaque
dose contient un herpésvirus de dinde vivant associé a des cellules (souche FC-126)
exprimant la protéine HA du virus de type Al-H5 : 2500 — 10000 PFU. Les ampoules sont
conservées dans de I'azote liquide. Avant injection chez 'animal, la préparation vaccinale doit
étre réalisée en mélangeant le contenu des ampoules avec un diluant dont la composition est
donnée. Différents conditionnements du solvant, de 200 a 1600ml, sont proposés pour étre en
adéguation avec le nombre d'animaux a traiter et donc le nombre d'ampoules a utiliser. La
méthodologie de préparation du vaccin est décrite dans le "résumé des caractéristiques du
produit" (RCP) accompagnée des précautions a prendre. La durée de conservation des
ampoules est de 2 ans, celle du solvant est de 30 mois. La préparation vaccinale doit étre
utilisée dans les 2 heures suivant le mélange des 2 composants.

Deux modes de vaccination sont proposés, soit dans I'oeuf embryonné agé de 18-19 jours a
la dose de 0,05 ml/oeuf, soit par injection sous-cutanée chez le poussin d'un jour a la dose de
0,2 ml/poussin. Des recommandations sont données pour faciliter la tache du préparateur
(nombre d'ampoules et conditionnement de solvant adapté au nombre de doses a injecter) et
pour les injections automatiques in ovo.

La vaccination doit étre réalisée dans le couvoir, dans une zone bien protégée, avec des
contraintes sanitaires strictes et par un personnel formé et habitué aux manipulations. Les
poussins non éclos et les autres déchets du couvoir vont a l'usine d'équarrissage. Les poussins
sont ensuite conduits au batiment d'élevage, les poulets morts sont envoyés a I'équarrissage,
la litiere est compostée/fermentée et épandue, et les poulets restants vont a I'abattoir. Toutes
ces étapes doivent étre conformes aux réglementations en vigueur dans chaque pays.

Commentaire du GT "Biotechnologie" : Les procédures de désinfection liées a
l'utilisation du vaccin vétérinaire Vectormune HVT-AIV dans la ferme ou le couvoir
pourraient étre plus détaillées, dans le cadre du traitement « post-dissémination » du
site, et se référer aux réglementations nationales, dans le résumé des caractéristiques
du produit (SmPC) proposé par le pétitionnaire.

3.4. Informations concernant les interactions entre I’'OGM et I’environnement
3.4.1.Caractéristiques affectant la survie, la multiplication et la dissémination

Le HVT ne peut se répliquer qu'a l'intérieur de I'animal.

Le rHVT/AI-H5 est un vaccin associé aux cellules et il survit aussi longtemps que les cellules
sont viables. Des traitements doux comme le chauffage ou la congélation, ou méme des
incubations prolongées a température ambiante, abrogent son pouvoir infectieux.

Le virus rHVT/AI-H5 peut étre libéré dans des particules de poussiére, a partir des cellules
épithéliales des follicules des plumes. Cependant, pour se répliquer, le virus contenu dans ces
particules devra réinfecter un hote permissif.

La capacité d'excrétion et de propagation entre poulets par contact a été évaluée et s'est
avéree tres faible.
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En dehors des cellules de I'espéce aviaire cible, le virus pourrait étre disséminé :

- dans tout I'environnement du couvoir par l'intermédiaire d'une ampoule de vaccin cassée,
d'un reste de préparation de vaccin, du nettoyage du matériel d'injection, de déchets de
duvet...

- pendant le transport des poussins vers le site d'élevage et pendant I'élevage : poussiére,
plumes, fientes, fumier, animaux morts...

- pendant le transport vers l'abattoir, dans la chaine d'abattage, avec les carcasses et les
déchets d'abattoir, les eaux usées...

Le virus a besoin de cellules hétes pour se multiplier.

Le taux de survie du rHVT/AI-H5 a été évalué dans une étude expérimentale dans des
conditions qui imitent la situation des poulaillers, avec des cotons-tiges stériles et des copeaux
de bois stériles. lls ont été saturés de rHVT/AI-H5 ou de la souche parentale HVT et incubés
a25+3°Coua37*3°C.

Dans les cotons-tiges stériles incubés a 25 + 3°C, les souches rHVT/AI-H5 et HVT parentale
ont pu étre isolées a 0, 2 et 4 heures mais pas a 6 heures ; a 37 + 3°C, les souches rHVT/Al-
H5 et HVT parentale n'ont pu étre isolées qu'a TO.

Dans les copeaux de bois stériles incubés a 25 + 3°C et a 37 £ 3°C, les souches rHVT/AI-H5
et HVT parentale n'ont pu étre isolées qu'a TO.

La fumigation au formaldéhyde détruit toute infectiosité, y compris les particules de poussiére
contaminées. Les traitements biocides utilisés dans les couvoirs et les élevages, les
traitements thermiques, les aspirateurs sanitaires, appliqués en I'absence d'animaux vivants
et donc sur les poussiéres, les plumes et les fientes, éliminent l'infectiosité des cellules virales
résiduelles.

Commentaire du GT « Biotechnologie » : Les informations mises a disposition par le
pétitionnaire pour cette section n’appellent pas de commentaires de la part du GT.

3.4.2. Interactions avec I’environnement

Le vaccin est utilisé uniguement dans le couvoir. Les organismes cibles sont des ceufs
embryonnés de 18 jours ou des poussins de 1 jour. Les poussins sont transférés dans des
fermes d’élevage. En fin d’élevage ils sont transportés puis abattus dans des abattoirs dédiés.

La propagation en dehors des groupes vaccinés est tres peu probable. La possibilité de survie
du virus en dehors de I'hdte est faible et le transfert entre especes est également faible. Par
conséquent, I'entrée de la souche OGM dans un nouvel environnement est trés peu probable.

Des études sur des animaux de laboratoire ont été réalisées et indiquent que 'OGM n'aura
aucune incidence sur les poulets ou d'autres espéces aviaires vivant en contact étroit avec
des poulets vaccinés.

Le transfert ou I'échange de matériel génétique avec d'autres organismes n'a jamais été
observé pour le HVT, y compris dans des conditions ou les poulets vaccinés sont
« surinfectés » par le virus de la maladie de Marek (MDV) virulent ou lorsque le HVT (sérotype
3 du MDV) est administré en tant que vaccin polyvalent avec des souches de sérotype 2 et/ou
de sérotype 1, il est trés probable gu'il en soit de méme pour le rHVT/AI-H5.
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L'OGM n'exprime pas un phénotype qui lui apporterait un quelconque pouvoir sélectif. Il a des
taux de réplication similaires dans les cultures de tissus et chez les poulets infectés par rapport
a la souche HVT parentale non modifiée.

La stabilité génétique de I'organisme a été vérifiée par séquencage des jonctions de l'insert
sur MSV et MSV+5 apres 5 passages, et de deux régions de l'insert (région centrale du géne
HA et promoteur CMV).

La stabilité de l'organisme et I'expression de son insert ont été vérifiées par deux analyses
Southern Blot, une analyse Western Blot et un test d'immunomarquage spécifique des plages
de lyses dans les cellules CEF sur MSV et MSV+5.

La virulence a été vérifiée pendant 5 passages chez des poulets (expériences de back-
passage). Les poulets autopsiés a 45 jours d'’age ne présentaient aucune Iésion
macroscopique spécifique de la maladie de Marek. Apres ces 5 passages chez les poulets,
des analyses moléculaires ont été réalisées (Southern hybridation et PCR) sur les globules
blancs. Aucune différence n'a été constatée entre le MSV rHVT/AI-H5 (master seed virus), le
MSV+5 et les rétropassages du MSV+5, démontrant la stabilité génétique, la stabilité
biologique de I'organisme et I'expression de son insert. Il est donc trés peu probable que des
changements se produisent dans les interactions biologiques ou dans la gamme d'hétes du
rHVT/AI-H5.

Les modes de dispersion potentiels devraient étre l'inhalation de particules de poussiére
infectées par les espéces aviaires vivant a proximité du site de l'essai.

L'OGM établira une infection virémique persistante chez le poulet et induira des niveaux
significatifs de protection contre la maladie de Marek et la grippe aviaire de sérotype H5.

Les seuls organismes non-cibles potentiellement exposés a 'OGM sont les espéces aviaires
qui peuvent théoriquement étre infectées par des particules de poussiére transportées dans
I'air. Méme dans ces cas, aucun effet négatif n'est attendu puisque le HVT et 'OGM qui en est
dérivé sont apathogenes.

Commentaire du GT "Biotechnologie" : Etant donné que certaines pratiques de
production des poulets dans I’'Union européenne sont sensiblement différentes en
termes d’exposition aux espéces non-cibles (élevage en plein air par exemple), et que
le HVT peut se répliquer dans les cellules primaires de poulet, de canards et de caille,
le GT considere que les canards devraient également étre inclus dans I'étude de
sécurité chez les espéces non-cibles. Les oies et pintades devraient également étre
prises en compte, considérant que le HVT peut se répliquer dans leurs cellules.

3.5. Informations sur les plans de surveillance, de contrdle, de traitement des
déchets et d’intervention d’urgence

Cette section se réfere surtout a des exigences relevant des demandes d’essais terrain, elle
est donc sans objet pour une demande d’autorisation de mise sur le marché.

Le pétitionnaire précise que les mesures de contrble appropriées suivantes doivent étre mises
en ceuvre :

- regles générales d’utilisation des vaccins parentéraux ;

- regles générales d'hygiene dans les couvoirs et les élevages de poulets de chair ;

- exigences nationales en matiére de manipulation et d'élimination des résidus de
médicaments et d'emballages.
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La déclaration des effets indésirables est demandée par le pétitionnaire.

Commentaire du GT "Biotechnologie" : Dans le cadre de la pharmacovigilance, le GT
recommande de rechercher I'émergence de souches vaccinales génétiquement
modifiées recombinantes, en cas de déclaration d'un taux de mortalité plus élevé que
la moyenne chez les animaux vaccinés.

3.6. Evaluation des risques environnementaux
3.6.1.Evaluation des risques pour la santé publique

Le risque pour la santé publique est négligeable pour ce vaccin, I'exposition humaine directe
étant limitée aux personnes administrant ce vaccin ou manipulant des poulets vaccinés. Le
HVT n'a pas de conséquences pour la santé publique et aucun cas d'infection humaine n'a
jamais été signalé.

La consommation de produits issus d'ceufs ou de poussins vaccinés ne présente pas de risque

connu pour la santé humaine.

produits issus d’ceufs

génétique inséré utilisé

toxique ou allergéne.

des poules issues des

ou de  poussins | ors des modifications | ceufs ou des poussins
vaccines génétiques ne code | ayant recu le vaccin
pour un produit | intervient aprés 20
susceptible d'étre | semaines (140 jours).

Les caractéristiques de
réplication de I'OGM
permettent de conclure
a labsence d'effets
immédiats ou différés
sur la santé animale et

a I'absence de
conséquences pour la
chaine alimentaire
résultant de la
consommation de
'OGM et de tout
produit qui en est
dérivé.

Evénement envisagé Gravité Probabilité Risque
Pathogénicité : le | Négligeable : La | Négligeable : Négligeable
vaccin OGM estinjecté | gamme  d'hdtes  du | pes vaccins OGM a

a un étre humain (par | HVT est limitée auX | yase de HVT sont

accident, lors de la | espéces aviaires ; de utilisés pour la

vaccination des nombreux rapportg de | yaccination de milliards

poulets) ou par contact | la littérature  citent | 4o poulets. Aucun cas

cutané en cas de | l'absence de | geffet nocif n'a jamais

déversement réplication du HVT | g signalé.

accidentel chez les mammiféres.

Toxicité associée a la | Négligeable : Négligeable : Négligeable
consommation de | Aucun matériel | La maturité sexuelle
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3.6.2. Evaluation des risques pour I’environnement

Le GT « biotechnologie » estime que le risque environnemental lié a l'utilisation du vaccin
Vectormune HVT AlV peut étre considéré comme négligeable pour les raisons suivantes :

- La souche vaccinale ne peut pas se propager aux animaux non vaccinés dans les fermes et
les couvoirs. Si un virus vaccinal viable était excrété par les poulets vaccinés, il ne pourrait
pas survivre aux procédures de nettoyage et de désinfection habituellement utilisées dans les

élevages de volailles.

- La souche vaccinale ne représente pas une nouvelle menace pour l'environnement
puisqu'elle présente des caractéristiques de sécurité similaires a celles de la souche parentale
HVT, largement répandue dans le monde.

- La souche vaccinale est, comme la souche parentale HVT, apathogéne et sa gamme d'hbtes

est étroite.

- La modification génétique n'a pas augmenté le risque de transfert de matériel génétique,
l'insert est génétiquement stable et les caractéristiques phénotypiques de I'OGM sont

également stables.

Cependant le dossier initial devrait étre complété par des essais réalisés dans des
conditions de production spécifiques a I'UE (en particulier, lI'accés des poulets a
I'extérieur pour I’élevage en plein-air).

Evénement envisagé

Gravité

Probabilité

Risque

Propagation dans
I'environnement

'OGM vaccinal a la
capacité de survivre,

de s'établir et de se

Négligeable / faible :

Le virus vaccinal est
apathogéne et sans
danger pour les cailles,

Dans les fermes et
les couvoirs
négligeable

Les mesures strictes

Pas de conclusion
possible

e Négligeable
exclusivement si

inséré (protéine HA du
virus H5, modifiée pour

jour, aucun effet
indésirable causé par

les faisans, les pigeons | de nettoyage et de les animaux
disséminer, et il est| g o5 dindes (selon des | désinfection vaccinés restent
transmis des animaux | gy des  expérimentales | couramment utilisées confinés dans les
vaccines  a  deS | nenges aux Etats-Unis | et les régles de couvoirs ou
especes non ciblées. | o 5009). Il peut infecter | biosécurité  rendent poulaillers
et se répliquer chez les | peu probable | ¢ Pas de
dindes, les faisans, les | I'établissement de conclusion
cailles et dautres | ITOGM dans les possible si les
oiseaux appartenant a | poulaillers ou les animaux ont
l'ordre des Galliformes. COouVvoirs. acces a
Les dindes sont connues | A l'extérieur : non P’environnement
pour étre 'espéce laplus | connu  (pas de extérieur aux
sensible a l'infection par | rapports  d'essais couvoirs et
le HVT et peuvent|sur le terrain poulaillers
présenter une paralysie | disponibles dans le (élevage en plein-
ou, occasionnellement, | dossier initial, pas air)
une infiltration de | d'étude d'innocuité
lymphocytes dans les | menée  sur les
nerfs périphériques. canards)
Transfert de génes Négligeable : Théoriguement Négligeable
Le matériel génétique | POSsible, mais a ce
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étre faiblement | l'utilisation
pathogéne) n'est pas en | simultanée de
mesure de transmettre | plusieurs vaccins n'a
des caractéristiques | été signalé.
nocives a d'autres | L'échange de
organismes. matériel  génétique
serait possible avec
d'autres souches

HVT ou MDV, dans
un cas ou les mémes
cellules hotes
seraient infectées par
plus d'un type de
virus en méme
temps, mais cela est
rare en raison d'un
phénomeéne appelé
inhibition de la
surinfection.

3.7. Conclusions du groupe de travail (GT) « Biotechnologie »

Ce dossier correspond a une premiére demande d’autorisation de mise sur le marché
européen du vaccin vétérinaire Vectormune HVT-AIV, contenant une souche virale
génétiquement modifiée.

Les commentaires émis par le GT « Biotechnologie » lors de la phase d’évaluation du dossier
de demande d’AMM (partie 3-E) sont disponibles en annexe 2 de cet avis.

L’analyse réalisée par le GT « Biotechnologie » des commentaires émis par les autorités
compétentes OGM lors de la phase de consultation des Etats membres, est disponible en
annexe 3 de cet avis. Cette analyse a été prise en compte dans I'expertise du GT.

La liste compilée des commentaires et demandes du GT « Biotechnologie » (proposition de
LoQ a adresser au pétitionnaire) est disponible en annexe 4 de cet avis.

Suite a 'analyse compléte du CVMP, aucune donnée complémentaire n’est attendue pour la
partie 3-E de la part du pétitionnaire.

Le GT « Biotechnologie » de I’Anses souligne les points suivants, relatifs a I'évaluation des
risques environnementaux :

- l'absence d’'un rapport de validation de la méthode de détection du nouveau matériel
génétique (test d'immunomarquage spécifique des plages de lyses dans les cellules
CEF), et qui permettrait de confirmer sa sensibilité et sa spécificité, dans la partie 3-E
du dossier ;

- l'analyse moléculaire incompléte du génome de la souche OGM : afin de s’assurer
gu’aucune modification n’est intervenue dans le génome viral et ne risque d’altérer ses
propriétés biologiques, le GT considéere que le pétitionnaire doit fournir une analyse
moléculaire de la séquence compléte du génome de la souche OGM ;

- l'absence de données relatives a la localisation cellulaire de la protéine HA-H5 et a sa
demi-vie d’expression ;
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- le manque d’information relative a la pharmacovigilance : le GT "Biotechnologie"
recommande de rechercher I'émergence de souches vaccinales génétiguement
modifiées recombinantes, en cas de déclaration d'un taux de mortalité plus élevé que
la moyenne chez les animaux vaccinés ;

- le manque d’information relative aux procédures de désinfection liées a l'utilisation du
vaccin vétérinaire Vectormune HVT-AIV dans la ferme ou le couvoir, dans le cadre du
traitement « post-dissémination » du site. Elles doivent se référer aux réglementations
nationales ;

- lafragilité de certaines études :

o concernant I'étude relative a la réplication in vivo et au tropisme tissulaire :
d’autres tissus auraient pu étre inclus dans I'analyse (par exemple, les muscles,
les poumons...) pour évaluer 'impact potentiel de la modification génétique sur
le tropisme. De plus, cette expérience n’a été réalisée qu’une seule fois, elle
devrait inclure plusieurs réplicats biologiques ;

o concernant I'étude relative a la sécurité a long terme chez I'animal cible, il
manque des réplicats biologiques. De plus, aucun groupe n’a été inoculé dans
des conditions terrains, avec la dose standard du rHVT/AI-H5 ;

o concernant I'étude relative a la sécurité chez les espéces non-cibles : étant
donné que certaines pratiques de production des poulets dans [I'Union
européenne sont sensiblement différentes en termes d’exposition aux especes
non-cibles (élevage en plein air par exemple), et que le HVT peut se répliquer
dans les cellules primaires de poulet, de canards et de caille, le GT considére
que les canards devraient également étre inclus a I'étude de sécurité chez les
espéces non-cibles. Les oies et pintades devraient également étre prises en
compte, considérant que le HVT peut se répliquer dans leurs cellules ;

o concernant I'étude relative au tropisme pour les cellules de mammiféres, le
spectre d’analyse est trés restreint. D’autres lignées cellulaires de mammiferes,
incluant des cellules humaines, devraient étre inclues ;

o concernant I'étude relative a la dissémination et propagation de la souche
vaccinale, considérant que le rHVT/AI-H5 peut encore étre détecté 21 jours
apres inoculation chez les poulets vaccinés, le GT « Biotechnologie » considére
que la durée de I'étude (21 jours) n’est pas valable et ne reflete pas les
pratiques d’élevage dans I'Union européenne (au moins 5 semaines).
L’expérience manque de réplicats biologiques. De plus, aucun groupe réplicat
n’'a été inoculé dans des conditions terrains, avec la dose standard du rHVT/AI-
H5 ;

o concernant 'étude relative a la stabilité génétique de I'OGM, I'expérience
manque de réplicats biologiques pour conclure quant a la stabilité et 'absence
de réversion vers la virulence du rHVT/AI-H5. De plus, I'essai n’a pas été réalisé
apreés inoculation in ovo. Le GT « Biotechnologie » souhaiterait que le
pétitionnaire indique si ces analyses (et au moins l'analyse génétique
moléculaire) sont destinées a étre répétées pour chaque libération de lot ;

Conformément a la directive 2001/18/CE, il doit étre indiqué que le vaccin vétérinaire
Vectormune HVT-AIV « contient des OGM » dans I'annexe lll « étiquetage et notice » du
SmPC proposé.
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Par ailleurs, I'absence de rapport d’essai terrain réalisé dans des conditions de production
spécifiques a I'Union européenne (en particulier concernant I'élevage en plein air des poulets),
ne permet pas au GT « Biotechnologie » de confirmer I'absence d’effets néfastes de la souche
vaccinale pour I'environnement.

Le GT a cependant noté qu’un essai combiné sécurité-efficacité aux Pays-Bas était
actuellement en cours d’évaluation lors de cette présente demande.

De plus, la mise a disposition de rapports de pharmacovigilance concernant I'utilisation de ce
vaccin aux Etats-Unis ou dans d’autres pays ou ce vaccin est autorisé permettrait de lever
certaines incertitudes liées a I'absence des rapports d’essais terrain dans UE.

4. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DE L’AGENCE

L’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail
(Anses) endosse les conclusions du GT « Biotechnologie », qui considére que :

- le risque environnemental associé a l'utilisation du vaccin Vectormune HVT-AIV est
négligeable, si les animaux restent en milieux clos (couvoirs et fermes) ;

- compte tenu de I'absence de rapport d’essai terrain, I'absence de risque du vaccin
Vectormune HVT-AIV pour I'environnement ne peut pas étre confirmée dans des
conditions de production spécifiques a I'Union européenne (en particulier, élevage en
plein air des poulets).

Matthieu Schuler
Directeur général délégué
du Péle Sciences pour I'expertise
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MOTS-CLES

OGM, vaccin vétérinaire, HVT FC-126, influenza aviaire hautement pathogéne (sous-type H5),
maladie de Marek, poulets, volailles, dissémination volontaire.

GMO, veterinary vaccine, HVT FC-126, highly pathogenic avian influenza (subtype H5),
Marek’s disease, chickens, poultry, deliberate release.
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ANNEXE 1 : CALENDRIER D’EVALUATION RELATIF A LA PROCEDURE DE L’EMA POUR
L’EVALUATION DU VACCIN VETERINAIRE VECTORMUNE HVT-AIV CONTENANT DES
OGM

Jo (15/03/23) 10-)70 J70 (24/05/23)
Initiation de la procédure Phase d’évaluation du Rendu du rapport
d’évaluation du dossier dossier de demande d’évaluation du
par 'EMA d’AMM par le rapporteur rapporteur, diffusé a

I'ensemble des
membres du CVMP et
des organismes

(Pour rapport)

nationaux compétents

OGM de I'UE
1120 (13/07/23)

Retour de la 190-J119 J70-)90
proposition de LoQ du Analyse des Phase de
rapporteur au CVMP, commentaires par le consultation des
discussion et adoption Rapporteur et organismes

d’une LoQ finalisée proposition d'une compétents OGM
pour transmission au liste de questions au par 'EMA (pour
pétitionnaire pétitionnaire (LoQ) commentaires)

L'EMA a consulté le rapporteur (expert ANMV représentant auprés du CVMP) sur I'évaluation
de la section 3-E du dossier initial entre JO et J70, jusqu'au 24 mai 2023 (phase de consultation
par 'ANMY de la Direction de I'évaluation des risques). La phase de consultation des
organismes compétents OGM non rapporteurs de 'Union européenne sur cette méme section
s'est déroulée jusqu'a JO0. Entre J90 et J119, TANMVY a sollicité a nouveau la Direction de
I'évaluation des risques pour analyse des commentaires émis par ces organismes compétents
et pour proposer une liste de questions au pétitionnaire (phase d'expertise par la Direction de
I'évaluation des risques). Cette liste de questions a été discutée au CVMP afin d'adopter un
document & transmettre au pétitionnaire 4 J120 (13 juillet 2023).
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ANNEXE 2: COMMENTAIRES DU GT « BIOTECHNOLOGIE » LORS DE LA PHASE
D’EVALUATION DU RAPPORTEUR (J0-J70)

- Le rapport de validation de la méthode de détection du virus « détection du virus par
infection de cultures de cellules de poulet ») n'est pas fourni dans les annexes du dossier
initial (Partie 3E). Considérant que le vecteur viral HVT est déja autorisé le rapport doit étre
inclus dans le cadre de cette demande. L'efficacité de cette technique doit étre exprimée
quantitativement.

- Le demandeur conclut que pour la replication in ovo et le tropisme tissulaire, les
caractéristiques biologiques du rHVT/AI-HS ne sont pas différentes de celles du virus
parental. D'autres tissus auraient pu &tre inclus dans l'analyse (par exemple, les muscles,
les poumons. ) pour évaluer I'impact potentiel de la modification génétique sur le tropisme.
De plus, cette expérience n'a eté realisée gu'une seule fois. Cetle expérience devrait
inclure plusieurs réplicats biologiques.

- L'étude concernant la sécurité a long terme chez 'animal cible (rapportée au niveau de
I'annexe 3E-5 du dossier initial) manque de réplicats biologiques. De plus, aucun groupe
réplicat n'a été inoculé dans des conditions terrains, avec la dose standard du rHVT/AI-
Ha.

- Considérant que certaines pratigues de production des poulets dans I'UE sont
sensiblement différentes en termes d’'exposition aux espéces non-cibles (élevage en plein
air par exemple), et que le HVT peut se répliquer dans les cellules primaires de poulets,
de canards et de cailles, les canards devraient étre également inclus a I'étude de sécurité
chez les espéces non-cibles. Les oies et pintades devraient également étre prises en
compte, considérant que le HVT peut se répliquer dans leurs cellules.

- Concemant I'étude relative au tropisme pour les cellules de mammiféres (rapportée au
niveau de I'annexe 3E-7 du dossier initial), le spectre d’analyse est trés restreint. D’autres
lignées cellulaires de mammiféres, incluant des cellules humaines, devraient étre inclues.

- Considérant que le rHVT/AI-HS peut encore étre détecté 21 jours aprés inoculation chez
les poulets vaccinés, la durée de I'étude (rapportée au niveau de I'annexe 3E-8 du dossier
initial) relative a la dissémination et propagation de la souche vaccinale (21 jours) n'est pas
valable et ne refléte pas les pratiques d'élevage dans I'Union européenne (au moins 5
semaines). L'expérience mangue de réplicats biologiques. De plus, aucun groupe réplicat
n'a été inoculé dans des conditions terrains, avec la dose standard du rHVT/AI-HS.

- Afin de s’assurer qu'aucune modification n'est intervenue dans le génome viral et ne risque
d'altérer ses propriétés biologiques, le GT considére que le pétitionnaire doit fournir une
analyse moléculaire de la séquence compléte du génome de la souche OGM.

- L'étude relative a la stabilité génétique de 'OGM (rapportée au niveau de I'annexe 3E-9)
manqgue de réplicats biologiques pour conclure quant a la stabilité d'expression de l'insert
et pour conclure quant a la stabilité et I'absence de réversion vers la virulence du rHVT/Al-
H5. De plus, I'essai n'a pas été réalisé aprés inoculation in ovo. Le GT souhaiterait que le
pétitionnaire indique si ces analyses (et au moins 'analyse génétiqgue moléculaire) sont
destinées a étre répétées pour chaque libération de lot.
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- Le rapport de validation de la méthode d'immunomarquage spécifique des plages de lyse
dans les cellules CEF, permettant de confirmer la sensibilité et la spécificité, devrait étre
fourni dans le dossier initial.

- Les données relatives a la localisation cellulaire de la protéine HA-H5 et 4 sa demi-vie
d'expression devraient &tre foumies.

- Dans le contexte de la pharmacovigilance, le GT « Biotechnologie » recommande de

rechercher 'émergence de souches vaccinales GM recombinantes, notamment en cas de
déclaration d'un taux de mortalité plus élevé que la moyenne chez les animaux vaccinés.

Commentaire général :

L’absence de tout rapport d’essai terrain ne permet pas de se prononcer deéfinitivement
sur I'innocuité de la souche vaccinale pour I'environnement dans des conditions de
production spécifique a 'Union européenne (en particulier concernant I'élevage en
plein air des poulets).

Le GT « Biotechnologies de I'Anses » a noté que ce dossier etait soumis dans des
circonstances exceptionnelles et qu’une dissémination volontaire pour un essai
comhiné sécurité-efficacité aux Pays-Bas était actuellement en cours d’évaluation.

Demande : La mise a disposition de rapports de pharmacovigilance concernant
I'utilisation de ce vaccin aux Etats-Unis ou dans d’autres pays ou ce vaccin est autorisé
permettrait de réduire certaines incertitudes liées a I'absence des rapports d’essais
terrains.
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ANNEXE 3: ANALYSE DES COMMENTAIRES EMIS PAR LES AUTORITES
COMPETENTES LORS DE LA PHASE DE CONSULTATION DES ETATS MEMBRES (J90-
J119)

Le rapport d'évaluation des risques environnementaux (ERE) du rapporteur (ANMY, France)
a circulé pour commentaires avant le 13 juin 2023.

Les commentaires fournis par les autorités compétentes en matiére d’évaluation des risques
environnementaux relatifs a la dissémination d'OGM sont présentées ci-dessous, et
accompagnées de la position du GT « Biotechnologie ».

Part 3

E. Assessment required for veterinary medicinal products
containing or consisting of genetically modified
organisms.

Outcome of Consultation of GMO authorities under Article 6(3)
of Regulation (EU) No 726/2004

Position du GT
“Biotechnologie”

MS Comment

BE The assessment report of the Rapporteur was found
critical and complete, addressing all aspects relevant for
the environmental risk assessment. The proposed list of
questions is endorsed.

In section Part 3.E.3.2. subitem 6 of document 3e-gmo-
vectormune-hvt-aiv the applicant provides a description

Les rapports de
validation demandés

of the identification and detection techniques related to
the parental strain. To make sure that the applicant
provides the requested validation reports for Vectormune
HVT AV, it is suggested to rephrase the
Rapporteur's question to make sure the applicant
provides identification and detection techniques that
are specific for the GMO. The applicant could also be
requested to provide more details on the sensitivity
and specificity of the detection method for the GMO.

concement a la fois la
technique de détection
du HVT (detection du
virus par
ensemencement dans
des cultures de cellules
de poulet) et du nouveau
matériel génétique
(méthode
d’immunomarqguage
specifique des plages de
lyse dans les cellules
CEF).

Le GT
« Biotechnologie »  de
I'Anses confime que
plus de détails devraient
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étre apportés
concernant la sensibilité
et la spécificité de la
méthode de détection de
"OGM.

Part 3.E.lll — information relating to the conditions of
release and the receiving environment

In this section the applicant indicates for every subitem
‘not applicable” without any further justification.
Considering that EPAR of EU reqgistered vaccines
containing genetically modified live recombinant turkey
herpesvirus indicate that ‘Personnel involved in the
treatment of vaccinated hirds should use hygiene
principles and take particular care in handling litter from
vaccinated chickens’ (Ultifend ND IBD or Vectormune
ND), the applicant should be requested to describe
into more detail the disinfection procedures at the
farm or the hatchery as part of the post-release
treatment of the site and should at least justify why
the applicant considers that worker protection
measures during release are ‘not applicable’.

The applicant could be asked to align the proposed
SmPC (ema-combined-vectormune-hvi-aiv-230228-en)
as much as possible with the EPAR of EU registered
vaccines containing genetically modified live
recombinant turkey herpesvirus for the aspects
common between the different vaccines and/or related to
the properties of the HVT strain FC-126.

Les mesures de
protection des
travailleurs lors de la
dissémination sont
spécifiéges dans le
résumeé des
caractéristiques du
produit propose . «un
équipement de
protection  individuelle

composé de gants de
protections, de lunettes
et de bottes doit étre
porté lors de Ila
manipulation du vaccin
vétérinaire ». Le GT
« Biotechnologie »  de
I'Anses est daccord
pour que les procédures
de désinfection soient
egalement décrites et
fassent référence aux
réglementations
nationales.

Part 3E.1V. Subitem 3- sensitivity to specific agents

The applicant indicates formaldehyde as an agent that
will destroy all infectivity including contaminated dust
particles.

Formaldehyde is a stenlisant but has also been
reclassified since 2016 under regulation (EU) No
605/2014 as a category 1B carcinogenic substance, with
hazared statement H350 and H350i, meaning it can
cause cancer, including if inhaled. The applicant is
asked to complete part 3.E with reference to other
effective desinfectants known to inactivate the cell-
associated HVT strain (see revised 2019: Morishita,
T.Y. and J.C. Gordon. Cleaning and disinfection of
poultry facilities. Veterinary Preventive Medicine.
The Ohio State University Extension, Factsheed
#VME-13-02, 2002;

This comment seems
relevant but is not within
the scope of the Anses
“Biotechnology” WG
(environmental risk
assessment associated
to GMO dissemination).
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https:/lwww.westernu.edu/medialveterinary/poultry-
health/2019-CleaningAndDisinfection.pdf

Reqgarding the labelling (document ema-combined-

vectormune-hvi-aiv-230228-en)

Art 31§2.b of EU Reg 726_2004 refers to Annex IV from
directive 2001/18/EC that states that the proposed
labelling must include a statement that “this product
contains genetically modified organisms”. The EPAR of
EU registered genetically modified HVT FC-126 strains
such as for Vectormune ND or Ultifend ND IBD states
that the vaccine concerns a live recombinant herpesvirus
of turkey genetically modified to express the
comesponding gene of interest. However, as
recombinant virus may occur naturally as well, the
proposed wording for relevant sections of the SmPC for
veterinary product concerns a genetically modified
organism nor that the product has been obtained by
genetic modification. The applicant could be
requested to adapt the wording to be at least in line
with wording from the above-mentioned EU
registered products or to explicitly state that the live
recombinant herpesvirus of turkey has been
genetically modified.

Cette remarque semble
pertinente mais n'entre
pas dans le champ du
GT “Biotechnologies” de
I'Anses (évaluation des
risques

environnementaux liés a
la dissémination des
OGM).

DK

The overall conclusion of the environmental risk
assessment based in the dossier and by the rapporteur
is: “the risk to the environment of Vectormune HVT-AIV
can be considered as negligible”. We agree to this
conclusion; further do we agree to question regarding an
inclusion of a validation report of the virus detection
technique. This virus detection technique might also
need to be validated for use in environmental
samples for use in relation to accidential spills and
to be available for post market monitoring.

Ce commentaire est
pertinent et partagé par
le GT “Biotechnologie”
de 'Anses pour
l'inclusion d'un rapport
de valdation de Ila
technique de détection

de 'oOGM. Une
procédure de
désinfection sera

nécessaire en cas de
déversement accidentel.

DE

We support the reports of the Rapporteur and of the Co-
rapporteur regarding the Environmental risk assessment
and do not have any further comments or questions.

NL

The conclusion from the RA report that the overall risk of
the current wvaccine towards humans and the
environment is considered negligible is supported.
However, the NL CA was surpnsed to note that according
to the RA rapport, the HA gene is expressed from a
different promoter (FEC promoter) than the one (CMV

Le promoteur PEC n'est
pas mentionné dans la
section 3E propose par
le petitionnaire, mais
semble correspondre a
la région enhancer du
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promoter) described in the ERA provided in module 3E.
The PEC promoter mentioned by the Rapporteur is also
used in the vaccines Ultifend ND IBD and Vectormune
ND. Although the ambiguity about the exact nature of the
promoter does not influence the outcome of the
environmental risk assessment, the NL CA wonders if the
Rapporteur inadvertently named the wrong promotor, or
that not all the (up-to-date) information was circulated
among the GMO CA’s. This discrepancy should be
elucidated.

promoteur IE du
cytomégalovirus.

NO

The Norwegian GMO CA supports the conclusions made
and the question raised by the rapporteurs. It is agreed
that the environmental risk of the Vectormune HVT-AIV
vaccine is considered to be negligible provided that the
proper risk mitigation measures are implemented, in line
with conclusions provided by the national body for risk
assessment of GMOs, the MNorwegian Scientific
Committee for Food and Environment.

In general, it is the opinion of the Norwegian GMO CA
that it should be stated in the SmPC that this product
contains or consists of a genetically modified organism,
and this information should be also included in the
package leaflet.

Ce commentaire est
pertinent. Le GT
“Biotechnologie” de
IAnses estime que,
conformément a la
Directive  2001/18/CE
(annexe V), 1l convient
de préciser que le
vaccine vétérinaire
Vectormune  HVT-AIV
“contient des organisms
génétiqguement
modifies”, dans I'annexe
Il “etiquetage et nofice”
du résume des
caractéristiqgues des
produits propose.
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ANNEXE 4 : LISTE DE QUESTIONS (LoQ) RELATIVE A LA PARTIE 3-E (J120)

PREOCCUPATIONS MAJEURES du GT “Biotechnologie”

Le rapport de validation du nouveau matériel génétigue (immunomarquage spécifique des
plages de lyse dans les cellules CEF), permettant de confirmer sa sensibilité et sa
spécificité, devrait étre fourni dans le dossier initial.

Considérant que certaines pratiques de production des poulets dans I'Union européenne
sont sensiblement différentes en termes d’exposition aux espéces non-cibles (élevage en
plein air par exemple), et que le HVT peut se répliquer dans les cellules primaires de
poulets, de canards et de cailles, les canards devraient éire également inclus a I'étude de
sécurité chez les espéces non-cibles. Les oies et pintades devraient étre également inclus
a létude de sécurité chez les espéces non-cibles. Les oies et pintades devraient
également étre prises en compte, considérant que le HVT peut se répliquer dans leurs
cellules.

Considérant que le rHVT/AI-HS peut encore étre détecté 21 jours aprés inoculation chez
les poulets vaccinés, la durée de I'étude (rapportée au niveau de I'annexe 3E-8 du dossier
initial) relative a la dissémination et propagation de la souche vaccinale (21 jours) n’est pas
valable et ne refléte pas les pratiques d'élevage dans I'Union européenne (au moins 5
semaines). L'expérience mangue de réplicats biologiques. De plus, aucun groupe réplicat
n'a été inoculés dans des conditions terrains, avec la dose standard du rHVT/AI-HS.

Afin de s’assurer gu'aucune modification n'est intervenue dans le génome viral et ne risque
d'altérer ses propriétés biologiques, le GT considére que le pétitionnaire doit fournir une
analyse moléculaire de la sequence compléte du génome de la souche OGM.

L'étude relative a la stabilité génétique de 'OGM (rapportée au niveau de I'annexe 3E-9
du dossier initial) manqué de réplicats biologiques pour conclure quant & la stabilité
d'expression de l'insert et pour conclure quant a la stabilité et 'absence de réversion vers
la virulence du rHVT/AI-H5. De plus, I'essai 'a pas été réalisé aprés inoculation in ovo._ Le
GT souhaiterait que le demandeur indique si ces analyses (et au moins I'analyse génétique
moléculaire) sont destinées a étre répétées pour chaque libération de lot.

Conformément & la directive 2001/18/CE, il doit étre indiqué que le vaccin vétérinaire
Vectormune HVT-AIV « contient des OGM » dans I'annexe Il « étiquetage et notice » du
SmPC proposé.

AUTRES PREOCCUPATIONS du GT “Biotechnologie”

Le pétitionnaire conclut que pour la réplication in ovo et le tropisme tissulaire, les
caractéristiques biologiques du rHVT/AI-HS ne sont pas différentes de celles du virus
parental. D’autres tissus auraient pu étre inclus dans I'analyse (par exemple, les muscles,
les poumons. _.) pour évaluer I'impact potentiel de la modification génétique sur le tropisme.
De plus, cette expérience n'a été réalisée qu'une seule fois. Cette expérience devrait
inclure plusieurs réplicats biologiques.

L'étude concernant la sécurité a long terme chez l'animal cible (rapportée au niveau de
'annexe 3E-5 du dossier initial) manque de réplicats biologiques. De plus, aucun groupe
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réplicat n'a été inoculé dans des conditions terrains, avec la dose standard du rHVT/Al-
H5.

Concernant I'étude relative au tropisme pour les cellules de mammiféres (rapportée au
niveau de I'annexe 3E-7 du dossier initial), le spectre d’analyse est trés restreint. D'autres
lignées cellulaires de mammiféres, incluant des cellules humaines, devraient &tre inclues.

Les données relatives a la localisation cellulaire de la protéine HA-H5 et a sa demi-vie
d’expression devraient étre fournies.

Dans le contexte de la pharmacovigilance, le GT “Biotechnologie” recommande de
rechercher I'émergence de souches vaccinales GM recombinants, notamment en cas de
déclaration d'un taux de mortalité plus élevé que la moyenne chez les animaux vaccines.

Les procédures de désinfection liees a l'utilisation du vaccin vétérinaire Vectormune HVT-
AlV dans la ferme ou le couvoir, pourraient étre davantage décrites, dans le cadre du
traitement « post-dissémination » du site. Elles doivent se référer aux réglementations
nationales, et figurer dans le résumé des caractéristiques du produit proposé par le
pétitionnaire.
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