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SCHYNTS FE., LEMAIRE M., BARANOWSKI E., THIRY E.

Service de Virologie — Faculté de Médecine Vétérinaire, Université de Liege
B 43 bis, Sart-Tilman — B-4000 Liége, Belgique

RESUME. Des vaccins atténué et inactivé contre la rhinotrachéite infectieuse bovine (infectious bovine rhino-
tracheitis ; IBR) delétés dans le géne codant pour la glycoprotéine gE sont apparus récemment sur le marché.
lls sont destinés a améliorer les plans de controle de I'IBR car ils permettent une différenciation sérologique
entre animaux vaccinés et animaux infectés naturellement. La glycoprotéine gE de I'herpesvirus bovin de type
1 (bovine herpesvirus type 1; BHV-1) est présente sur I'enveloppe de ce virus. Elle est non essentielle a la mul-
tiplication du BHV-1 et cette caractéristique explique que les virus vaccinaux délétés en gE sont viables in vitro
et in vivo. Cette glycoprotéine joue un role dans la propagation du virus de cellule a cellule et dans la neuroin-
vasion du BHV-1. Les propriétés biologiques et biochimiques de la glycoprotéine gE sont décrites dans cet ar-
ticle. Les vaccins marqués délétés en gE possédent des caractéristiques d’'innocuité et d'efficacité semblables
a celles des vaccins préexistant sur le marché. Les avantages et les inconvénients de ce type de vaccin dans

le cadre d'un plan de lutte contre I'|BR sont discutés dans la deuxieme partie de cet article.

INTRODUCTION

Lherpésvirus bovin de type 1 (bo-
vine herpesvirus type 1; BHV-1) est
un pathogéne majeur du bétail cau-
sant la rhinotrachéite infectieuse bo-
vine (infectious bovine rhinotra-
cheitis; IBR) et la vulvovaginite
infectieuse pustuleuse (infectious
pustular vulvovaginitis; IPV). Le
BHV-1 partage les caractéristiques
de la famille des Herpesviridae et
s'installe a I'état latent chez I'animal
infecté. Il posséde des glycopro-
téines ancrées a la surface de I'enve-
loppe virale (Wyler et al., 1989).
Actuellement, dix génes de glyco-
protéines ont été localisés dans la
séquence génomique du BHV-I
(Schwyzer et Ackermann, 1996).
Parmi celles-ci, 'attention se porte
actuellement sur la glycoprotéine gE
a la suite de 'apparition sur le mar-
ché de vaccins marqués délétés dans
le géne codant pour cette glycopro-
téine. La glycoprotéine gE a été
choisie parce qu’elle est non essen-

tielle 4 la multiplication virale et
est suffisamment immunogene. Les
nouveaux vaccins délétés dans le
géne codant pour la glycoprotéine
gE sont des outils importants dans le
contrdle de I'IBR au sein de régions
a forte prévalence d'animaux sé-
ropositifs, comme c’est le cas en
Belgique (Lemaire et al., 1994; de
Wergifosse et al., 1997). En effet, ils
permettent la différenciation entre
animaux vaccinés et animaux infec-
tés naturellement. Dans notre pays,
de nouvelles dispositions légales ren-
dront obligatoire I'utilisation exclu-
sive des vaccins marqués négatifs en
gE pour la prophylaxie et le contrdle
de I'IBR.

Cet article a pour but de faire le
point des connaissances actuelles
sur les caractéristiques biologiques
et biochimiques de la glycoprotéine
gE. Dans une deuxiéme partie, il
donne une description détaillée de
'innocuité et de I'efficacité des nou-
veaux vaccins marqués délétés en gE

en insistant sur les avantages et les
risques de leur utilisation dans le
cadre du contrdle de I'lBR.

LA GLYCOPROTEINE gE
DE PHERPESVIRUS BOVIN
DE TYPE 1

Les glycoprotéines
de I’herpeésvirus bovin de type 1

Le BHV-1 appartient a la sous-fa-
mille des alphaherpesvirinae comme
I'herpésvirus simplex de type |
(HSV-1) et le virus de la maladie
d’Aujeszky (PRV). Le matériel géno-
mique des herpésvirus est constitué
d’'un ADN bicaténaire enfermé dans
une capside de symétrie icosa-
édrique. La capside est entourée
du tégument et d'une enveloppe
phospholipidique dans laquelle sont
ancrées les glycoprotéines virales
(Wyler et al., 1989: Roizman,
1996). Le génome du BHV-1 com-
porte 10 régions codantes corres-
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pondant & des glycoprotéines d'en-
veloppe connues (Schwyzer et
Ackermann, 1996). Elles sont dé-
nommées gB, ¢C, gD, gE, ¢G, gH,
gl, gK, gL, gM, par analogie aux gly-
coprotéines homologues identifiées
chez I'HSV-1. Les glycoprotéines du
BHV-1 sont d’une importance capi-
tale. Se situant a la surface du virion,
elles sont aptes a établir des interac-
tions entre le virus et la cellule cible.
En effet, elles initient I'attachement
sur le récepteur cellulaire et la péné-
tration du virus dans la cellule cible.
Elles déterminent donc le tropisme
tissulaire et le spectre d’hote du virus
(Thiry et al., 1994).

En paralléle a ce role dans I'infection
de la cellule, les glycoprotéines du
BHV-1 sont indispensables a I'enve-
loppement et a la sortie du virus.
Elles participent a la propagation de
I'infection en favorisant le passage
du virus des cellules infectées aux
cellules saines voisines (Baranowski,
1996).

Le role joué par les glycoprotéines
du BHV-1 ne se limite pas unique-
ment a 'attachement, la pénétration,
la sortie et la propagation du virus.
Les glycoprotéines contiennent des
épitopes exprimés a la surface virale,
mais également a la surface des cel-
lules infectées (en association au
complexe majeur d’histocompatibi-

lité de type 1 (CMH-I) ou de type 2
(CMH-II)). Elles sont donc des
cibles importantes contre lesquelles
les réponses immunes humorale et
cellulaire sont dirigées (Denis et al.,
1993, 1994a). Ces propriétés impli-
quent que les glycoprotéines du
BHV-1 soient des composants es-
sentiels des vaccins. De plus, la ré-
ponse sérologique dirigée contre ces
glycoprotéines est largement mise a
profit dans la détection et le diagnos-
tic des bovins infectés.

Les glycoprotéines du BHV-1 ont
des fonctions distinctes au cours du
cycle de multiplication du virus.
Certaines d’entre elles s’associent
pour former un complexe lié de
facon non covalente, comme par
exemple entre les glycoprotéines
g¢E et gl (Whitbeck et al., 1996;
Yoshitake et al., 1997) et entre les
glycoprotéines gH et gl (Bara-
nowski et al., 1995; Van drunen
Littel-Van den hurk et al., 1996).
Ces complexes seraient des unités
fonctionnelles importantes dans le
cycle de multiplication virale.

Une glycoprotéine est soit essen-
tielle, soit non essentielle. Une délé-
tion dans un géne codant pour une
glycoprotéine essentielle affecte de
maniere grave la capacité de multi-
plication virale et le virus n’est plus
viable. En sens inverse, une délétion

dans le géne codant pour une glyco-
protéine non-essentielle n’affecte
pas de facon majeure le potentiel de
multiplication virale et le virus est
toujours viable (Thiry et al., 1994 ;
Baranowski et al., 1996).

La glycoprotéine gE fait partie des
glycoprotéines non essentielles du
BHV-1. Cette propriété est en partie
a la base de I'apparition sur le mar-
ché de nouveaux vaccins délétés
marqués c’est-a-dire composés de
virus (atténués ou inactivés) dépour-
vus de la glycoprotéine gE.

La glycoprotéine gE
de I'herpésvirus bovin de type 1

Le géne codant
pour la glycoprotéine gE

Le génome du BHV-1 est constitué
d’une molécule d' ADN bicaténaire
linéaire d’environ 136 kbp compre-
nant une unité longue de 104 kbp
(U,) et une unité courte de 10 kbp
(U ). Cette derniére est flanquée de
d{,ux zones de séquences répétées de
11 kbp chacune (Internal Repeat
(IR) et Terminal Repeat (TR))
(Schwyzer et Ackermann, 1996)
(Figure 1). Lanalyse du génome du
BHV-1 a commencé au début des
années 1980 a l'aide d’enzymes de
restriction. Des profils et des cartes
de restriction du génome du BHV-1
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a. Le génome du BHV-1 (136 kb) est composé d'une unité longue (U,

Figure 1

104 kb), d’une unité courte (U,,

10 kb) et de deux séquences répétées

(Internal Repeat (IR) et Terminal Repeat (TR)) de 11 kb chacune. Lorgamsdtlon génomique des gcnea codant pour des glycoprotéines d'en-

veloppe localisés dans I'UL est mdlqucc

b. Organisation genomlquc des génes codant pour les glycoprotéines d’enveloppe dont la séquence est localisée au niveau de I'U..
¢. Organisation génomique de la région U, de la souche vaccinale Difivac du BHV-1 délétée dans le géne codant pour la glywpwlelne gE.
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ont pu ainsi étre établis (Engels et
al., 1981 ; Mayfield et al., 1983).
Depuis lors, des progres croissants
ont été réalisés dans la connaissance
du génome du BHV-1 et, récem-
ment, la totalité du génome de la
souche de référence Cooper du
BHV-1, a été séquencée grace a une
collaboration internationale entre di-
vers laboratoires (Schwyzer, 1995;
Schwyzer et al., 1996; Meyer et
al.,1997). Les dix régions codant
pour des glycoprotéines d’enveloppe
ont été localisées et séquencées
(Schwyzer et Ackermann, 1996). La
région Ug du BHV-1 (souche ST) a
¢té séquencée (Leung-Tack et al.,
1994). Huit cadres ouverts de lec-
ture (open reading frames (ORF)) y
ont ¢té localisés. LORF 7 est situé
entre les nucléotides 7644 et 9369
du fragment U et code pour une
protéine de 575 acides aminés ayant
une masse moléculaire prédite de
61175 daltons. La comparaison des
séquences en acides aminés de
I'ORF 7 avec celle des glycopro-
téines connues d'autres alphaher-
pesvirinae a mis en évidence une
homologie significative avec les gly-
coprotéines gE de THSV-1 (38,5%),
du PRV (38,5%) et de I'herpesvirus
équin de type 1 (EHV-1) (46,7%).
Par analogie, 'ORF 7 de la région
Ug a été désignée comme codant
pour la glycoprotéine gE du BHV-1.
Ces résultats sont en accord avec
ceux obtenus par Rebordosa et al.
qui ont localisé et sequencé le méme
gene de la souche FM du BHV-1
(Rebordosa et al., 1994).

Biosynthese
de la glycoprotéine gE

La masse moléculaire apparente de
la glycoprotéine gE mature, estimée
par électrophorese en gel de poly-
acrylamide (SDS-PAGE), est d'en-
viron 93 kDa (Baranowski et al.,
1993), 92 kDa (Whitbeck et al.,
1996), 94 kDa (Yoshitake et al.,
1997). 11 existe une différence im-
portante entre les masses molécu-
laires apparentes de la glycoprotéine
gE établies soit a partir de sa sé-
quence protéique primaire (63 kDa),
soit a partir de sa forme mature
(93 kDa). Cet état de fait a pu étre
éclairci par I'hypothese d'une matu-
ration co- et post-traductionnelle de
la protéine nouvellement synthétisée.

Durant celle-ci, des structures oligo-
saccharidiques lui sont ajoutées. Des
inhibiteurs de la N-glycosylation, de
la O-glycosylation et des glycosi-
dases ont permis de déterminer la
nature des structures oligosacchari-
diques constituant la glycoprotéine
gE. Elle contient deux oligosaccha-
rides N-liés sensibles a I'endoglyco-
sidase H et il est fort probable que les
glycoprotéines gE et gl contiennent
également des sites de O-glycosyla-
tion (Whitbeck et al., 1996; Yoshi-
take et al., 1997). La protéine pré-
curseur de 63 kDa subirait une
N-glycosylation co-traductionnelle
dans le réticulum endoplasmique qui
la transforme en une protéine glyco-
sylée riche en mannose d’'une masse
moléculaire de 85 kDa. Ensuite,
cette glycoprotéine précurseur subi-
rait une O-glycosylation et un ajout
d’acide sialique au sein de 'appareil
de Golgi qui la transformerait en sa
forme mature de masse moléculaire
de 93 kDa (Baranowski et al., ma-
nuscrit en préparation). C'est cette
forme glycosylée de la glycoprotéine
gE qui est exprimée sur I'enveloppe
virale et a la surface des cellules in-
fectées. Enfin, la biosynthése com-
plete de la glycoprotéine gE semble
n’étre possible qu’en présence d’un
complexe non covalent entre les gly-
coprotéines gE et gl (Whitbeck et
al., 1996). Cependant, un mutant de
BHV-1 délété en gl semble étre ca-
pable de produire une glycoprotéine
gE mature retrouvée a la surface du
virion (Yoshitake et al., 1997).

Activités biologiques in vitro
et in vivo de la glycoprotéine gE

De fagon similaire au PRV, un mu-
tant du BHV-1 délété en gE forme
de plus petites plages de lyse en cul-
ture de cellules qu'un virus sauvage
(Jacobs, 1994). Cette réduction de
la taille des plages de lyses suggére
ainsi un role de la glycoprotéine gE
dans la propagation virale de cellule
a cellule (Rebordosa et al., 1996) (fi-
gure 2).

De nombreuses expériences ont été
réalisées, dans le cadre de I'étude de
I'HSV-1 et du PRV, afin de détermi-
ner les propriétés biologiques in vivo
de la glycoprotéine gE. Les glyco-
protéines gE des différents alpha-
herpesvirinae sont directement im-
pliquées dans la virulence de cette

sous-famille d” herpésvirus (Jacobs,
1994). En effet, un mutant de PRV
délété en gE inoculé a des porcelets
de 3 semaines ne provoque pas de
maladie mortelle contrairement a
une souche virale sauvage inoculée a
des porcelets de méme age (Jacobs
etal., 1993). Dans le cas du BHV-1,
un mutant de délétion négatif en gE
construit par génie génétique (Van
Engelenburg et al., 1994) n’a pas in-
duit de signes cliniques chez des
veaux de 7 semaines indemnes de
BHV-1. Latténuation virale causée
par la délétion de la glycoprotéine gE
¢tait apte a elle seule de produire une
souche virale non virulente chez ces
veaux. De fagon similaire, la souche
de BHV-1 Difivac, délétée en gE
(Zagreb ou Za, produite par Bayer®)
utilisée pour la production d’un nou-
veau vaccin marqué vivant a été tes-
tée afin de répondre aux nouvelles
exigences européennes relatives a
I'enregistrement du médicament im-
munologique vétérinaire. Les tests
d’innocuité effectués sur ce vaccin
atténué n’ont révélé aucune réaction
secondaire notable chez les animaux
vaccinés (Strube et al., 1996). Ces
trois exemples montrent clairement
que la glycoprotéine gE est impli-
quée dans la virulence des alphaher-
pesvirinae.

Plusieurs hypothéses ont été émises
pour expliquer cette propriété bio-
logique de la glycoprotéine gE
(Jacobs, 1994).

La glycoprotéine gE du PRV inter-
viendrait in vitro dans la propagation
virale de cellule a cellule et dans la
fusion cellulaire entre la cellule in-
fectée et la cellule saine permettant
une propagation virale intercellulaire
plus rapide (Zsak et al., 1992). En
effet, la propagation de I'infection
s'effectue non seulement par la libé-
ration de particules virales nouvelle-
ment formées dans le milieu extra-
cellulaire, mais également par leur
passage direct de cellule a cellule.
Des travaux plus récents ont montré
que la glycoprotéine gE est aussi im-
pliquée dans ce mode de transmis-
sion pour le BHV-1 (Rijsewijk et al.,
1995 ; Baranowski, 1996; Rebor-
dosa et al., 1996).

Des mutants de PRV délétés en gE

infecteraient sur le site d’infection
moins de cellules neuronales que le
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virus sauvage, diminuant ainsi la
neuroinvasion chez le porc infecté et
par la méme, la virulence (Jacobs,
1994).

De plus, ces mutants du PRV n’ex-
primant pas la glycoprotéine gE
pourraient étre incapables de fran-
chir la synapse neuronale. Des mu-
tants de PRV négatifs en gD qui sont
de plus incapables d’exprimer la gly-
coprotéine gl ou les glycoprotéines
gl et gE infectaient un nombre limité
de neurones de premier ordre de
I'épithélium olfactif et du ganglion
trijumeau et étaient de plus inca-
pables d’effectuer un passage trans-
neuronal ou d’atteindre le systéme
nerveux central des porcs infectés

(Mulder et al., 1996). Un mutant de
PRV négatif en gE avait une capacité
moindre d’infecter les neurones de
second et de troisieme ordres des
bulbes olfactifs et des ganglions tri-
jumeaux chez le porc (Mulder et al.,
1994). Chez la souris, la délétion de
la glycoprotéine gE réduit la propa-
gation du virus de la maladie
d’Aujeszky (PRV) dans le systeme
nerveux apres inoculation intrana-
sale (Babic et al., 1996). Dans le cas
de 'HSV-1, les glycoprotéines gE et
gl facilitent la propagation virale
d’un neurone a l'autre (Dingwell et
al., 1995).

Les glycoprotéines gE et gl pour-
raient étre nécessaires au transport

Figure 11
Une réduction de la taille des plages de lyse sur cellules MDBK est obtenue suite a 'absence de
la glycoprotéine gE, indiquant son réle dans la propagation virale de cellule & cellule. Figure
supérieure: BHV-1 souche ST gE—, lac Z+. Figure inférieure: BHV-1 souche ST gE+
Grossissement : 200 fois.
Coloration ; cristal violet.
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intraneuronal du virus, ainsi que cela
a été démontré chez le porc infecté
par le PRV (Kritas et al., 1995).

Finalement, les produits des génes
codant pour les glycoprotéines gE et
gl du BHV-1 exprimés dans un PRV
recombinant délété en gE et gl peu-
vent en partie complémenter ce dé-
faut de virulence chez le rat, espéce
non sensible au BHV-1 (Knapp et
Enquist, 1997). Ces résultats sugge-
rent que les glycoprotéines gE et gl
des alphaherpesvirinae sont des fac-
teurs intrinseques de la virulence af-
fectant celle-ci indépendamment du
virus et de I'hote.

L’ensemble de ces études démontre
'importance des propriétés biolo-
giques de la glycoprotéine gE dans la
virulence et la neuroinvasion des al-
phaherpesvirinae.

Le complexe gE/gl et son role
dans le cycle de multiplication
de I’herpésvirus bovin de type 1

Les glycoprotéines gE et gl de
I'HSV-1, du virus de la varicelle et
du zona (VZV), de I'herpésvirus
félin (FHV-1) forment un complexe
non covalent dans les cellules infec-
tées, appelé également hétérodimeére
(Johnson et Feenstra, 1987; John-
son et al., 1988; Litwin et al., 1992;
Mijines et al., 1996). Pour 'HSV-1
et le VZV, cet hétérodimere est ca-
pable de lier la fraction Fc des im-
munoglobulines de type G (IgG) et
le facteur C3b du complément
(Johnson et al., 1987, 1988; Litwin
et al., 1992). 1l s’agirait donc d’une
stratégie de protection utilisée par le
virus afin de détourner la cellule in-
fectée des réactions immunes telles
que la cytotoxicité a médiation cellu-
laire dépendant du complément
(ADCC) ou l'activation du complé-
ment.

Les deux glycoprotéines homo-
logues forment également un com-
plexe lié de facon non covalente qui
peut étre mis en évidence par im-
munoprécipitation chez le PRV
(Zuckermann et al., 1988) et le
BHV-1 (Whitbeck et al., 1996;
Yoshitake et al., 1997). Cependant,
aucun récepteur de la fraction Fc des
IgG n’a été démontré chez le BHV-1
(Whitbeck et al., 1996).



Réle de la glycoprotéine gE
dans l'établissement

de la latence, la réactivation
et la réexcrétion virale

Le BHV-1 s’installe a I’état latent
chez I'animal infecté (Nettleton et
Sharp, 1980 ; Pastoret et al., 1984).
Le site de latence actuellement re-
connu est le neurone sensitif du
ganglion trijumeau ou sacral, sui-
vant le site d’infection primaire
(Ackermann et al., 1982: Acker-
mann et Wyler, 1984). Le virus a
I'état latent ne se multiplie pas chez
I'animal infecté. 1l est néanmoins
présent sous forme de génome viral
non intégré dans les cellules ner-
veuses du ganglion régional (triju-
meau ou sacral). On parle donc
d’infection persistante. Les cellules
neuronales infectées n’expriment
pas le génome viral. Il n’y a donc pas
production de nouvelles particules
virales infectieuses ni d’expression
de protéines virales bien que le gé-
nome viral soit présent au sein de la
cellule infectée (Van Engelenburg et
al., 1995). Cette état de latence peut
étre rompu expérimentalement par
I'injection répétée de corticosté-
roides comme par exemple la dexa-
méthasone (Pastoret et al., 1980;
Thiry et al., 1983). En fait, toute si-
tuation de stress, comme par
exemple la parturition ou le trans-
port, peut provoquer la réactivation
virale chez 'animal porteur latent
(Thiry et al., 1985, 1987). Lors de
la latence, une courte région du gé-
nome viral est cependant transcrite.
Ce transcrit a été mis en évidence
dans les ganglions trijumeaux de bo-
vins infectés par le BHV-1 (Kutish
et al., 1990). Il a été caractérisé et
nommé LR-RNA (Latency-Related
RNA). Des expériences menées
chez le lapin tendent & prouver que
le LR-RNA pourrait jouer un role
dans la réactivation virale (Rock et
al.,, 1986). En effet, la dexamétha-
sone aurait un effet régulateur néga-
tif prononcé sur le promoteur du
LR-RNA (Jones et al., 1990) per-
mettant ainsi la réactivation virale.
Une étude récente suggere que le
produit d’expression du géne LR in-
hibe la progression du cycle cellu-
laire des cellules nerveuses infectées
par le BHV-1. Cette activité aug-
menterait leur survie (Schang et al.,
1996).

De 'ADN de BHV-1 a pu étre dé-
tecté par amplification génique
(Polymerase chain reaction; PCR)
au niveau des ganglions trijumeaux
de veaux infectés par voie intrana-
sale a I'aide d’une souche sauvage
de BHV-1, souche Lam, mais égale-
ment a I'aide d’une souche délétée
en gE par génie génétique (Van
Engelenburg et al., 1995). Les al-
phaherpesvirinae délétés en gE de
PRV, d'HSV-1 et de BHV-1, peu-
vent s'établir a I'état latent chez
I'animal infecté, mais de facon plus
difficile que les virus sauvages ho-
mologues (Jacobs, 1994). Cela
pourrait étre expliqué par les pro-
priétés biologiques in vivo de la gly-
coprotéine gE et particulierement
son role dans la neuroinvasion. Une
délétion dans le géne codant pour la
glycoprotéine gE du BHV-1 n’em-
péche donc pas son établissement a
I’état latent chez 'animal infecté,
puisque de I'’ADN viral est détecté
par PCR sur les ganglions triju-
meaux (Van Engelenburg et al.,
1995).

Des résultats contradictoires ont été
observés quant a la réactivation de
souches vaccinales vivantes délétées
en gE du BHV-1. Des veaux vacci-
nés avec une souche délétée en gE
obtenue soit par passages successifs
en culture de cellules (souche
Zagreb) soit par génie génétique et
infectés ultérieurement par la
souche Lam n’ont pas réexcrété la
souche délétée apres un traitement
intramusculaire de dexaméthasone
alors que la souche sauvage était ré-
isolée (Kaashoek et al., 1994,
1996a). Cependant, les protocoles
expérimentaux établis par Kaashoek
et al. (1994, 1996a) comprenaient
une vaccination suivie d’une
épreuve virulente avant la réactiva-
tion expérimentale. Dans ces deux
cas, une éventuelle réexcrétion de la
souche vaccinale pouvait donc étre
masquée par la réexcrétion simulta-
née de la souche virale virulente uti-
lisée lors de I'épreuve virulente.
Lexpérience décisive a été conduite
par Straub et al. (1996). Des veaux
infectés par le virus vaccinal délété
en gE (souche Zagreb) ont présenté
une réexcrétion virale apres traite-
ment de réactivation a la predniso-
lone.

LES VACCINS DELETES
DANS LE GENE DE LA
GLYCOPROTEINE gE

Les vaccins délétés en gE
vivant et inactivé

Le premier vaccin contre 'IBR est
apparu en 1956 (Kendrick et al.,
1956). Depuis cette époque, d’autres
vaccins atténués et inactivés ont été
développés. Ils ont permis de dimi-
nuer les pertes économiques liées au
BHV-1 en prévenant les signes cli-
niques provoqués par cette infection
virale. Bien qu’ils protégent clinique-
ment le bovin infecté, ces différents
vaccins n’empéchent pas une souche
sauvage de s'installer a I'état latent et
ne permettent pas non plus une sur-
veillance épidémiologique suite a
Iinterférence qu’ils créent sur les dé-
pistages sérologiques de routine.
C’est pour cette derniere raison que
la recherche s’est orientée ces der-
nieres années vers la production de
vaccins délétés marqués permettant
une discrimination sérologique entre
animaux vaccinés et animaux infec-
tés naturellement. Des mutants du
BHV-1 délétés dans une ou plusieurs
glycoprotéines non essentielles,
comme les glycoprotéines gC, gG,
gl, gE, ont été développés (Denis et
al., 1996; Kaashoek et al., 1996¢)
(figure 3).

Partant de la souche Zagreb du
BHV-1, il a été possible, par de nom-
breux passages successifs en culture
de cellules, d’obtenir une souche vi-
rale formant de petites plages de
lyse. Cette souche possédait une dé-
létion de 2,7 kb englobant la totalité
du geéne codant pour la glycopro-
téine gE (Rijsewijk et al., 1993) (fi-
gure 1). Baptisée Difivac®, elle est a
la base des vaccins marqués dévelop-
pés par les firmes Bayer et Hoechst
(Bayovac® et Rhinobovin®™).

Une autre souche virale délétée en
gE a également été mise au point par
génie génétique (Van Engelenburg et
al., 1994) et a été testée comme vac-
cin potentiel (Van Engelenburg et
al.,, 1994; Kaashoek et al., 1996a).

Innocuité et efficacité
des vaccins délétés dans le géne
de la glycoprotéine gE

Tout nouveau vaccin doit obtenir
une autorisation de mise sur le mar-
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ché (AMM) avant d’étre commercia-
lisé. Pour atteindre cet objectif, les in-
dustries pharmaceutiques sont obli-
gées de répondre a des critéres stricts
d’innocuité et d’efficacité définis par
une directive de la Communauté
Européenne (Anonyme, 1992).

Innocuité

Les tests d’innocuité sont destinés a
mettre en évidence les éventuels effets
indésirables liés a I'utilisation d’un
vaccin. Les premiers essais d’inno-
cuité effectués sur la souche Zagreb

du BHV-1 ont ¢été menés par
Kaashoek et al. (1994, 1995). Les
deux préparations vaccinales (vivante
et inactivée) ont été administrées a
des veaux de 2 a 4 mois indemnes de
BHV-1. Le comportement et 'appétit
des veaux vaccinés n’ont pas été mo-
difiés. Suite a I'injection sous-cuta-
née de la préparation vaccinale inac-
tivée, aucune réaction locale au site
d’injection n'a pu étre observée.
Létude démontre donc que ces pré-
parations vaccinales présentent une
bonne innocuité chez de jeunes
veaux. Des expériences complémen-

Hind Il

gE+ (gE-

BstE Il

gE+ gE-

e B

Figure 111
Analyse de restriction a I'aide des endonucléases Hind 111 et BstE 11 du DNA des souches de
BHV-1 ST et ST délétée en gE. Les fléches indiguent les modifications de taille de fragments
de restriction dues a la délétion dans la souche ST gE- et a I'insertion de la séquence compre-

nant une cassette lacZ au niveau de la délétion.
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taires ont été réalisées de maniére a
répondre plus complétement aux
exigences européennes relatives aux
criteres d’innocuité liés a I'enregistre-
ment du médicament immunolo-
gique vétérinaire (Strube et al.,
1996). Linjection d’une simple dose
ou d’une surdose de la préparation
vaccinale inactivée n'induisait aucun
effet indésirable local ou systémique.
Latténuation de la souche virale était
suffisante pour n’induire aucun signe
clinique autre qu'un léger jetage nasal
aprés vaccination intranasale chez
des veaux de deux semaines ou de
trois mois. La souche vaccinale ne
présentait pas de réversion vers la vi-
rulence a la suite de 5 passages in vivo
chez des veaux. La vaccination n’al-
tere pas la qualité du sperme de tau-
reaux d’insémination. Aucun effet
abortif n’a pu étre mis en évidence.
Un essai de terrain mené aux Pays-
Bas a montré que le vaccin inactivé
avait un léger effet négatif sur la pro-
duction laitiére qui a été considéré
comme négligeable (Bosch et al.,
1997).

La souche délétée en gE obtenue par
génie génétique n’est pas virulente
chez le veau (Van Engelenburg et al.,
1994). Aucune augmentation de
température n'a été relevée. Seules
de petites Iésions de la muqueuse na-
sale ont été observées. Celles-ci se
sont montrées moins fréquentes
dans le cas d'un double mutant de
délétion dans les génes codant pour
la thymidine kinase et la glycopro-
téine gE (TK-, gE-) que dans le cas
d'un simple mutant négatif en gE
(gE-) (Van Engelenburg et al.,
1994). Les scores cliniques obser-
vés, suite a I'inoculation de ces deux
types de mutants, n’étaient pas si-
gnificativement différents de ceux de
veaux controles non inoculés.

Efficacite

Réponse immune envers
'herpeésvirus bovin de type 1

Linfection par le BHV-1 stimule chez
le bovin une réponse immune spéci-
fique et non spécifique (Denis et al.,
1994a). Les mécanismes de défense
non spécifiques se caractérisent par
la sécrétion rapide d’interférons de
type 1 (IFN et IFN B) et font inter-
venir différents types cellulaires, dont
les macrophages, les cellules tueuses



naturelles (natural killer (NK)) et les
polymorphonucléaires neutrophiles
(PMN). La réponse spécifique est
assurée par les lymphocytes B (pro-
duction d’anticorps spécifiques) et
les lymphocytes T (reconnaissance
d’antigenes spécifiques présentés par
le CMH I et 11). Les principaux anti-
corps neutralisants chez le bovin sont
dirigés contre les glycoprotéines gB,
gC, gD. Ces anticorps participent
¢galement a la lyse des cellules infec-
tées par des mécanismes comme
I'activation du complément ou
'ADCC (Collins et al., 1984; Van
Drunen Little-van den Hurk et al.,
1984; Marshall et al., 1986;
Okazaki et al., 1986 ; Trépanier et al.,
1986; Babiuk et al., 1987; Israel et
al., 1988). En ce qui concerne la ré-
ponse immune de type cellulaire, le
bétail infecté possede des lympho-
cytes T cytotoxiques spécifiques des
glycoprotéines gC et gD (Denis et
al., 1993). Des épitopes T ont été dé-
finis au sein des glycoprotéines gC et
gD (Denis et al., 1994b).

Réponse immune
envers la glycoprotéine gE

Les bovins infectés développent une
réponse humorale importante envers
certaines glycoprotéines du BHV-1.
Ces glycoprotéines induisant une forte
réponse humorale sont appelées les
glycoprotéines majeures par opposi-
tion aux glycoprotéines mineures qui
induisent une production d’anticorps
plus faible. La glycoprotéine gE fait
partie des glycoprotéines mineures.
Des données concernant le réle des
glycoprotéines non essentielles dans
I'induction de la réponse immune a
médiation cellulaire du BHV-1 ont été
récemment publiées (Denis et al.,
1996). Les résultats obtenus n’ont pas
pu mettre en évidence de réponse im-
mune cellulaire de type CD4+ envers
la glycoprotéine gE du BHV-1.

Efficacité des vaccins délétés
dans le gene de la glycoprotéine gE

Les tests d’efficacité permettent
d’évaluer la protection conférée par
la vaccination. Apres vaccination, les
animaux sont soumis a une épreuve
virulente ot les signes cliniques in-
duits par I'épreuve virulente sont
comparés chez un groupe d’animaux
vaccinés et chez un groupe témoin
d’animaux non vaccinés.

Les premiers tests d’efficacité menés
sur la souche Zagreb du BHV-1 ont
été réalisés par Kaashoek et al.
(1994, 1995). Des veaux agés de 2 a
4 mois ont été vaccinés selon un pro-
tocole précis soit a I'aide du vaccin
atténué soit du vaccin inactivé.
Quatre a cinq semaines aprés vacci-
nation, I'ensemble des veaux ont été
inoculés avec la souche virulente
lowa. Les veaux vaccinés n'ont pas
développé de signes cliniques ma-
jeurs aprés épreuve virulente. Un
Iéger jetage nasal, accompagné
d’érosions de la muqueuse nasale, a
été observé aprés I'épreuve virulente
chez les veaux vaccinés avec la
souche vaccinale atténuée. Suite a
cette épreuve, tous les veaux vaccinés
ont excrété le virus a des titres infé-
rieurs par rapport aux animaux non
vaccinés durant une plus courte pé-
riode de temps. Les veaux vaccinés
sont restés séronégatifs envers la gly-
coprotéine gE jusqu’a I'épreuve viru-
lente, indiquant que la souche
Zagreb était un bon candidat pour un
vaccin marqué atténué ou inactivé.

Ces tests d’efficacité préliminaires
ont été complétés de maniere a ré-
pondre pleinement aux exigences
européennes liées a I'enregistrement
du médicament immunologique vé-
térinaire (Strube et al., 1996).

Une étude récente a prouvé que
la préparation vaccinale atténuée,
administrée par voie intranasale et
intramusculaire a 4 semaines d’in-
tervalle, induisait une meilleure pro-
tection que la préparation vaccinale
inactivée (Bosch et al., 1996b). En
effet, la préparation vaccinale atté-
nuée n’a pas seulement réduit ou
supprimé les signes cliniques de la
maladie, mais elle a également dimi-
nué la quantité de virus excrété dans
les sécrétions nasales apres épreuve
virulente.

Limpact du vaccin inactivé délété en
gE sur la circulation et la transmis-
sion virale au sein d'un troupeau a
été étudiée (Bosch et al., 1996a). La
circulation virale a été deux fois
moins importante dans les trou-
peaux vaccinés que dans les trou-
peaux témoins non vaccinés laissant
apercevoir une aide considérable
mais non exclusive de ce type de vac-
cination dans les plans de lutte visant
a I’éradication de I'I BR.

Enfin, la souche mutante délétée en

¢E obtenue par génie génétique (Van
Engelenburg et al., 1994) induit une
immunité suffisante pour empécher
la maladie, chez des veaux agés de
7 semaines, aprés épreuve virulente
(Kaashoek et al., 1996a).

Bien que les résultats de ces expé-
riences assurent une bonne inno-
cuité et une bonne efficacité de ce
nouveau type de vaccin, d’autres
problemes peuvent apparaitre dans
le cadre d’un contrdle de I'IBR basé
sur I'utilisation des vaccins marqués
délétés en gE.

Problémes liés a la vaccination
a l'aide des vaccins délétés en gE

Risque de recombinaison
génétique entre souches
vaccinale et sauvage

La recombinaison in vivo entre diffé-
rentes souches d'un méme herpesvi-
rus a déja été démontrée (Javier et
al., 1986; Henderson et al., 1990,
1991 Dangler et al., 1993 ; Gla-
zenburg et al., 1994). Dans le cadre
du plan de lutte actuel contre I'IBR,
ce fait doit &tre pris en considération.
En effet, un animal pourrait étre vac-
ciné par voie intranasale a I'aide d’un
vaccin atténué délété en gE alors
qu’il subit simultanément une infec-
tion par une souche virale sauvage de
BHV-1. D’autres situations sont en-
visageables faisant intervenir la pré-
sence d'une de ces deux souches a
I'état latent. Un épisode de réactiva-
tion et réexcrétion de la souche la-
tente pourrait provoquer sa présence
au niveau de la muqueuse nasale en
méme temps qu’une autre souche.
La présence simultanée de deux
souches virales différentes a I'état
latent a déja été démontrée
(Whetstone et Miller, 1989). Ces
deux souches peuvent également se
multiplier ensemble au niveau de la
muqueuse nasale lors d’un épisode
de réactivation et réexcrétion. De tels
animaux co-infectés pourraient étre
le siege d'une recombinaison géné-
tique entre les deux souches virales
dont le résultat serait 'apparition
d’une souche virale virulente n’expri-
mant pas la glycoprotéine gE. Dans
une telle situation, des animaux
considérés indemnes d'IBR, c’est-a-
dire sérologiquement négatifs envers
la glycoprotéine gE, seraient por-
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teurs d'une souche virulente de
BHV-1. Actuellement, les données
concernant ce type de recombinaison
génétique sont peu nombreuses dans
le cas du BHV-1. Cependant, plu-
sieurs expériences in vivo ont été me-
nées sur 'HSV-1 et le PRV. 11 a été
démontré que deux HSV-1 aviru-
lents, génétiquement différents, pou-
vaient générer des recombinants 1é-
thaux in vivo chez la souris (Javier et
al., 1986). De méme, I'infection de
souris avec deux virus PRV délétés,
I'un dans le géne codant pour le géne
de la thymidine kinase (TK), I'autre
dans celui de la ribonucléotide ré-
ductase (RR), peuvent générer I'ap-
parition d’une souche sauvage
léthale pour les souris co-infectées
(Glazenburg et al., 1994). La recom-
binaison est dépendante des doses vi-
rales utilisées lors de I'inoculation.
En effet, des doses de 102 ou 10* uni-
tés formant plage (UFP) de deux
mutants PRV avirulents ne permet-
tent pas l'apparition de nouvelles
souches recombinantes Iéthales chez
les souris co-infectées. Ce n'est qu’a
partir d’inoculums contenant 10°
UFP ou plus que la présence de virus
recombinants a pu étre mise en évi-
dence (Glazenburg et al., 1994).
D’autre part, une recombinaison gé-
nétique ne semble pas étre possible
lorsque les deux mutants PRV sont
inoculés en des endroits différents
(Glazenburg et al.,1994). Des expé-
riences antérieures avaient par
contre donné des résultats contradic-
toires, notamment en injectant les
virus par voie intramusculaire et in-
tranasale (Henderson et al., 1991 ;
Dangler et al., 1993). Une étude a
été menée chez le porc sur la recom-
binaison in vivo de deux souches de
PRV, I'une était délétée dans le gene
codant pour la TK et la glycoprotéine
¢E (TK-, gE), I'autre était une souche
virulente du PRV (TK+, gE+). Apres
I'inoculation intranasale de porcs a
'aide de ces deux souches, I'analyse
des virus excrétés a montré que 1,3%
de ceux-ci (13 sur les 995 analysés)
possédaient un phénotype recombi-
nant TK+/gE- (Glazenburg et al.,
1994). Cette étude démontre que la
recombinaison in vive entre une
souche virulente et une souche atté-
nuée du PRV n’est pas un événement
rare en conditions expérimentales. Ce
phénomeéne doit encore étre étudié
pour le BHV-1.
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Sensibilité du test de détection
des anticorps dirigés
contre la glycoprotéine gE

Un test ELISA de compétition ( bo-
vine rhinotracheitis virus gE antibody
test kit, IDEXX®) a été mis au point
de maniere & mettre en évidence les
anticorps dirigés contre la glycopro-
téine gE. Il est le complément indis-
pensable des vaccins marqués délétés
en gE afin de pouvoir différencier sé-
rologiquement les animaux vaccinés
des animaux infectés. La sensibilité
de ce test de détection est d’une im-
portance capitale dans le cadre du
contrdle de I'IBR. En effet, s’il
mangque de sensibilité, il y a un risque
d'une proportion non négligeable
d’animaux faux négatifs. La sensibi-
lité relative de ce test commercial de
détection a été estimée par rapport a
la séroneutralisation prise comme
test de référence (Perrin et al., 1996).
Le test n’identifie pas un nombre si-
gnificatif de sérums positifs et il fau-
drait augmenter sa sensibilité dans le
cadre de son utilisation en paralléle a
une vaccination massive avec les vac-
cins délétés en gE.

Persistance des anticorps dirigés
contre la glycoprotéine gE

Il est important de connaitre la durée
de vie des anticorps dirigés contre la
glycoprotéine gE. En effet, il est in-
dispensable qu’un animal ayant subi
une primoinfection par une souche
sauvage de BHV-1 conserve le plus
longtemps possible des anticorps di-
rigés contre la glycoprotéine gE de
maniére a toujours étre reconnu
comme porteur latent de I'infection.
S'il s’avérait que le taux d’anticorps
anti-gE de tels animaux infectés la-
tents ne persistait pas toute la vie de
I'animal, on se trouverait a nouveau
en présence d’animaux faux négatifs
porteurs latents du BHV-1 représen-
tant une source possible de contami-
nation non détectable. Peu de don-
nées existent a [I’heure actuelle
concernant la persistance des anti-
corps produits apres infection par le
BHV-1. Cela s’explique aisément par
la difficulté expérimentale que repré-
sente une telle étude. Il faudrait évi-
ter en effet toute contamination ex-
terne ou toute réactivation virale
spontanée chez des animaux inocu-
Iés expérimentalement et ce pour un
laps de temps assez long.

Lors d’une étude récente (Kaashoek
et al., 1996b), 4 veaux indemnes de
BHV-1 et agés de 1 mois ont été ino-
culés a l'aide de 2 souches différentes
de BHV-1. Ils ont €té suivis sérologi-
quement pendant deux a trois ans de
maniére a estimer la persistance des
anticorps dirigés contre le BHV-1.
Lexamen sérologique des échan-
tillons a été effectué par séroneutrali-
sation, ELISA de compétition anti-
gB (Kramps et al., 1994) et ELISA
de compétition anti-gE (Kaashoek et
al., 1995). Deux ou trois ans apres
inoculation ces animaux présentaient
toujours des anticorps anti-BHV-1 et
notamment des anticorps dirigés
contre la glycoprotéine gE. 1l semble
donc que des animaux infectés por-
teurs latents possédent des anticorps
contre le BHV-1, dont ceux dirigés
contre la glycoprotéine gE, pour une
période de temps supérieure ou égale
a2 ou 3 ans.

Cette persistance est expliquée par
des stimulations immunes secon-
daires suite a des acces de réactiva-
tion du BHV-1. Cette hypothese a
été confirmée sur des taureaux de
centres d’insémination artificielle
suivis durant une période de deux
ans (Bitsch et al., 1973).

En outre, il ne faut pas que la vacci-
nation a l'aide de vaccins délétés en
gE empéche la multiplication du
virus sauvage a un point tel que
I'animal ne développe pas une ré-
ponse sérologique détectable envers
la glycoprotéine gE. Cette derniére
hypothése semble peu probable avec
les vaccins actuels.

INTERET DES VACCINS
DELETES EN gE

DANS LE CONTROLE

DE LA RHINOTRACHEITE
INFECTIEUSE BOVINE

Ces nouveaux vaccins procurent donc
un moyen sérologique permettant de
différencier les animaux devenus sé-
ropositifs par la vaccination, des ani-
maux devenus séropositifs aprés in-
fection par une souche naturelle du
BHV-1. Lutilisation de ces vaccins
marqués apporte une aide considé-
rable dans la lutte contre le BHV-1.

Il convient néanmoins d’apporter
une réserve importante. Les bovins
vaccinés a I'aide d’un vaccin marqué



ne pourront étre différenciés des
animaux infectés par une souche na-
turelle du BHV-1 qu’a partir du mo-
ment ot le vaccin marqué est le seul
utilisé pour la vaccination de ces ani-
maux. Dans un contexte d’utilisation
massive de ce type de vaccin, ce pro-
bleme se résoudra de lui-méme
lorsque tous les bovins vaccinés au-
paravant avec d’autres vaccins (non
marqués) auront disparu du cheptel.
En cas d’utilisation conjointe de vac-
cins conventionnels et marqués, le
risque de confusion sera particulie-
rement €levé.

Dans la premiere phase d'un tel plan
de lutte, il est tout a fait concevable
d’utiliser systématiquement des vac-
cins marqués. A I'échelle de I'exploi-
tation, on arriverait dans le cadre
d’un tel plan, aprés plusieurs années
de vaccination, a une situation inter-
médiaire, ot 'ensemble des animaux
seraient séropositifs envers le BHV- 1
et séronégatifs envers la glycopro-
téine gE. Cette situation signifierait
que le BHV-1 est éradiqué de I'ex-
ploitation ot tous les animaux sont
protégés par la vaccination (en fai-
sant abstraction d'un défaut de sen-
sibilité du test de détection des anti-
corps dirigés contre la glycoprotéine
gE). Létape suivante consisterait a
arréter la vaccination et obtenir ainsi
de nouvelles générations d’animaux
tout a fait séronégatifs. Suite au
manque de sensibilité relative du test
de détection des anticorps dirigés
contre la glycoprotéine gE (Perrin et
al., 1996), il faudra donc tenir
compte de la présence d'animaux
faux gE-négatifs dans I'exploitation.
Malheureusement, il est impossible
de quantifier le risque d’apparition
de tels animaux. Il sera néanmoins
nécessaire d’en tenir compte dans les
phases ultimes du plan de contréle
dans I'exploitation. D’autre part, I'in-
fection de veaux sous couvert d'une
immunité colostrale peut induire une

infection latente par le BHV-1 sans
séroconversion. Ces animaux de-
viennent séronégatifs (faux négatifs)
lorsque les anticorps colostraux ont
disparu (Lemaire et al., 1995),

Finalement, des veaux ayant re¢u du
colostrum de meres vaccinées avec
un vaccin inactivé délété en gE et in-
fectés en période néonatale dévelop-
pent des anticorps anti-gE. Le risque
d’apparition d’animaux faux-néga-
tifs dans cette circonstance épidé-
miologique est donc faible (Lemaire
et al., soumis pour publication).

CONCLUSION

Les connaissances actuelles sur la
glycoprotéine gE démontrent son
caractere non essentiel dans la mul-
tiplication virale, mais indiquent son
importance dans la propagation vi-
rale de cellule a cellule et dans la
neuroinvasion, par analogie aux gly-
coprotéines gE homologues d’autres
herpesvirus.

La pathogénie des souches de BHV-
1 délétées en gE n’est pas encore
clairement élucidée. De nouvelles
é¢tudes sont indispensables pour
comprendre les phénoménes de la-
tence et de réactivation-réexcrétion
de ces souches de BHV-1.

Les vaccins délétés en gE possédent
des caractéristiques d’innocuité et
d’efficacité semblables a celles des
vaccins préexistant sur le marché.
Néanmoins, ce marqueur sérolo-
gique apporte une aide indéniable
dans la mise en place d’un contréle de
I'IBR. I faudra évaluer plus en détail
les risques de leur utilisation dans le
cadre du controle de cette infection.
La nouvelle génération de vaccins,
tout en conservant le marqueur sé-
rologique gE, devra en plus conférer
au bovin une protection apte a mai-
triser la circulation du BHV-1.
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SUMMARY

The glycoprotein gE of bovine
herpesvirus type 1 and the new
marker vaccines

Attenuated and inactivated gE neg-
ative marker vaccines against in-
fectious bovine rhinotracheitis
(IBR) are now available. These vac-
cines are important tools in bovine
herpesvirus type 1 (BHV-1) control
programmes because they allow a
serological differentiation between
vaccinated and naturally infected
cattle. BHV-1 glycoprotein gE is
present on the viral envelope. It is
not essential for virus replication.
This explains why gE negative vac-
cine viruses are still able to repli-
cate both in vitro and in vivo. The
biological and biochemical proper-
ties of glycoprotein gE are de-
scribed in this paper. It is involved
in virus transmission by direct cell-
to-cell spread and plays a role in
neuroinvasion. These marker vac-
cines exhibit the same safety and
efficacy characteristics as the pre-
vious vaccines. Advantages and
disadvantages of this kind of vac-
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