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RESUME

Le Bovid herpesvirus 4 (BHV-4) induit une réponse
immunitaire humorale caractérisée par une production
faible ou nulle d'anticorps neutralisants. Nous avons
vérifié l'intervention du complément dans le mécanisme
de neutralisation du BHV-4. Des sérums de taureaux
infectés par une souche de BHV-4 (V. Test.) ont été
prélevés tous les 2 jours durant 1 mois. lls ont été utilisés
dans un test de neutralisation classique et dépendante du
complément.

La présence de complément augmente considérable-
ment les titres en anticorps neutralisant le BHV-4 lors
d’'une réponse primaire. Cette production d'anticorps
apparait assez tardivement (jour 18).
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INTRODUCTION

Le groupe des Bovid herpesvirus 4
(BHV-4) est constitué d’un grand nom-
bre de souches antigéniquement appa-
rentées, qui ont été isolées de bovins
apparemment sains ou atteints d’affec-
tions cliniques trés diverses (Ludwig,
1983). En plus de leur parenté antigéni-
que, ces différentes souches ont en
commun la production d’un effet cyto-
pathogéne lent en culture cellulaire, sans
formation de syncytium (Gibbs et
Rweyemamu, 1977), et elles induisent
chez I’animal infecté une réponse immu-
nitaire humorale caractérisée par une
production faible ou nulle d’anticorps
neutralisants (Potgieter et Maré, 1974).
Le test de séroneutralisation a donc
rapidement été écarté pour la détection
des anticorps anti BHV-4, au profit des
tests d’immunofluorescence indirecte et
ELISA.

Cette absence de neutralisation envers
le BHV-4 n’a encore fait I'objet d’au-
cune étude particuliére. Dans ce travail,
nous avons vérifié lintervention du
complément dans le mécanisme de neu-
tralisation du BHV-4.

MATERIEL ET METHODES

Animaux

Trois taurillons de race Blanc-Bleu-Belge,
agés de 12 a 14 mois, ont été utilisés dans
cette expérience apres avoir démontré qu’ils
étaient exempts d’infection par le BHV-4 et
le virus BVD (Bovine Viral Diarrhoea),
selon une technique décrite antérieurement
(Dubuisson et al., 1986).

Virus

La souche de BHV-4 (V. Test.), a été
isolée en Belgique d’un cas d’orchite cedéma-
teuse accompagnée d’azoospermie chez un

taureau de race Blanc-Bleu-Belge (Thiry et
al., 1981). Le virus a été cultivé sur cellules
testiculaires exemptes de BVD.

Inoculation

Deux taurillons (n™ 2 et 3) ont été inoculés
par voie intratesticulaire a I'aide de 10° ufp
(unités formant plages) de la souche V. Test.
par testicule. Le troisieme (n° 1) servait de
témoin et a recu un volume identique de
surnageant de culture de cellules non infec-
tées (jour 0).

Prélevements

Des prélevements de sérum ont été effec-
tués tous les 2 jours jusqu’au jour 28 et a la
fin de I'expérience (jour 34). Les sérums ont
été immédiatement stockés a — 20 °C.

Séroneutralisation

Un échantillon de chaque sérum prélevé a
été incubé durant 30 minutes a 56 °C afin
d’inactiver le complément. Des dilutions de
raison 2 ont été effectuées pour chaque
sérum décomplémenté ou non. Une suspen-
sion virale de 100 pl contenant 100 ufp de
virus V. Test. a été ajoutée a 100 pl de
chaque dilution de sérum. Aprés 2 heures
d’incubation a température ambiante, des
cellules Georgia Bovine Kidney (GBK)
confluentes, cultivées en microplaques, ont
été infectées par le virus mélangé aux diffé-
rentes dilutions de sérums. Les plaques ont
été incubées a 37 °C (atmosphére humide,
5 % de CO,) pendant 12 jours et les cellules
ont ensuite été fixées et colorées par une
solution hydro-alcoolique de cristal violet. Le
titre obtenu est I'inverse de la derniére dilu-
tion du sérum qui inhibe une lyse subtotale
du tapis cellulaire.

RESULTATS

Les résultats des séroneutralisations
classiques et dépendantes du complé-
ment sont exposés dans le tableau 1. Ils
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TABLEAU 1

Titres en anticorps neutralisant le BHV-4, obtenus par séroneutralisations classiques
et dépendantes du complément.

taureau | taureau 2 taureau 3
(témoin) (infecté) (infecté)
sérum sérum sérum sérum sérum sérum
avec sans avec sans avec sans
cplt cplt cplt cplt cplt cplt
Jour
0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0 0
16 0 0 0 0 0 0
18 0 0 1/16 0 1/8 0
20 0 0 1/16 0 1/16 0
22 0 0 1/4 0 1/16 12
24 0 0 1/16 0 1/16 12
26 0 0 1/16 0 1/16 1/4
28 0 0 1/16 12 1/32 1/4
34 0 0 1/16 1/4 1/32 1/8

Cplt = Complément
Jour 0 = injection intratesticulaire de BHV-4.

montrent une nette augmentation de
'effet neutralisant pour les sérums non
décomplémentés.

DISCUSSION

La présence de complément augmente
considérablement les titres d’anticorps
neutralisant le BHV-4 lors d’une réponse
primaire. Cette production d’anticorps
neutralisants apparait assez tardivement
(jour 18). Dans nos conditions expéri-
mentales, I'infection par le BHV-4 induit
une réponse immunitaire compléte qui

se traduit par l'apparition d’anticorps
détectés par ELISA (Dubuisson et al.,
1986), par séroneutralisation dépen-
dante du complément et par le dévelop-
pement d’une réponse immunitaire 2
médiation cellulaire (augmentation de
'indice de stimulation dans le test de
transformation lymphoblastique spécifi-
que (Thomas et Dubuisson, résultats
non publiés)).

La neutralisation virale est définie par
la perte du pouvoir infectieux du virus.
Cette perte de linfectivité peut étre
produite par une inhibition de I'adsorp-
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tion du virus sur les cellules ou par une
diminution de la pénétration du virus
dans les cellules (Osterrieth, 1972). Le
mécanisme de neutralisation peut étre
plus complexe : par exemple, le virus
influenza neutralisé s’adsorbe, pénétre
et se décapside dans la cellule réceptrice
mais la transcription du génome est blo-
quée (Onions, 1983). Le test de séroneu-
tralisation classique ne permet pas d’éva-
luer la neutralisation in vivo envers le
BHV-4. La présence des anticorps seuls
est insuffisante pour assurer une neutra-
lisation efficace du virus. Le complément
intervient donc comme cofacteur dans le
mécanisme de neutralisation envers le
BHV-4. L’intervention du complément
dans la neutralisation des virus a déja été
démontrée par exemple pour I'HSV
(Herpes simplex virus) (Yoshino et Tani-
guchi, 1964), pour le virus de la maladie
de Newcastle (Linscott et Levinson,
1969) et pour le virus de I'artérite équine
(Radwan et Burger, 1973).

Pour Mandel (1978), le complément
interviendrait essentiellement au début
de la réponse immune comme cofacteur
dans la neutralisation virale. Les anti-
corps précoces induits par linfection

virale présentent une faible affinité qui
les rend incapables de neutraliser effica-
cement un virus. Ces anticorps sont
essentiellement des immunoglobulines
M qui ont le pouvoir de fixer efficace-
ment le complément. L’action du
complément dans la neutralisation
d’HSV peut étre expliquée par le recou-
vrement du virus par un manteau protéi-
que additionnel (Daniels et al., 1969),
contrairement a d’autres virus enve-
loppés ou le complément induit une
virolyse (Cooper, 1979).

D’autres facteurs que le complément
doivent étre pris en considération pour
comprendre cette inefficacité relative
des anticorps neutralisant le BHV-4. 1
faut également tenir compte de I'exis-
tence éventuelle d’aggrégats viraux ou
d’autres cofacteurs (Mandel, 1979).
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Role of complement in the neutralisation of Bovid

herpesvirus 4.

Bovid herpesvirus 4 (BHV-4) induces an immune
response characterized by a low production or even an
absence of neutralising antibodies. The effect of comple-
ment in the neutralisation of BHV-4 was studied. Sera of
bulls infected with a BHV-4 strain (V. Test.) were collected
every other day during 1 month. Specific antibodies were
titrated by classical and complement-dependent neut-

ralisation tests.

The complement has markedly increased the titres of
BHV-4 neutralising antibodies during a primary response.
Neutralising antibodies has arosen late after the begin-
ning of the infection (day 18).





