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RESUME

Diverses souches de Bovine herpesvirus 1 (BHV 1 ;
virus IBR/IPV) ont été comparées par électrophorése
en gel d'agarose du DNA viral clivé par I'endonu-
cléase Eco RI.

Les souches isolées de formes respiratoires en Bel-
gique sont trés semblables entre elles et a la souche
internationale de référence IBR/Los Angeles. La sou-
che vaccinale thermosensible ts RLB 106 présente un
profil électrophorétique identique a IBR/Los Angeles.
La souche vaccinale IBR-IPV (Bayer) s’en distingue.

Les souches de BHV 1 isolées aprés réactivation
chez des bovins porteurs latents ne montrent aucune
différence avec la souche parentale. Une souche iso-
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lée lors d’'une troisiéme réactivation chez un bovin ne
differe pas de la souche parentale ni d'une souche
isolée chez le méme bovin lors d'un accés de réacti-
vation antérieur.

Ces résultats doivent étre confirmés par I'emploi
d'autres endonucléases de restriction.

Les auteurs discutent de la portée des résultats,
spécialement ceux obtenus pour la souche ts RLB
106, dont la souche initiale fut isolée en Belgique d'un
cas geénital (IPV), avant I'apparition des formes respi-
ratoires dans ce pays, et qui posséde des caractéristi-

ques identiques aux souches respiratoires (IBR).

INTRODUCTION

L’infection d'un bovin par le virus de
la rhinotrachéite infectieuse bovine (virus
IBR ; Bovine herpesvirus 1; BHV 1)
peut revétir diverses formes cliniques,
dont les principales sont la rhinotrachéite
infectieuse bovine (forme IBR) et la vul-
vovaginite pustuleuse (forme IPV).

Les souches isolées des diverses for-
mes cliniques ne peuvent étre facilement
différenciées. Certaines d’entre elles ont
néanmoins été caractérisées par des mar-
queurs biologiques ou biochimiques (Jet-
teur et al., 1979 ; Pastoret et al., 1980b).

Parmi les marqueurs biochimiques,
I'analyse des fragments de DNA (acide
désoxyribonucléique) viral obtenus aprés
digestion par des endonucléases de res-
triction a récemment été développée. Les
endonucléases ou enzymes de restriction
présentent la propriété de couper le DNA
bicaténaire en des points trés précis. Cha-
que endonucléase de restriction posséde
une spécificité propre qui la rend capable
de cliver le DNA au niveau de séquences
déterminées de nucléotides. Le mode
d’action de ces enzymes a été récemment
détaillé dans cette revue (Godeau, 1981).

Apres son utilisation dans la différen-
ciation des types 1 et 2 de I'herpes sim-
plex virus (Hayward et al., 1975 ; Skare
et al, 1975), cette technique a été
employée dans les études d’épidémiologie
moléculaire d’autres herpesvirus, dont le
virus de la Maladie d’Aujeszky (Suid
herpesvirus 1) (Gielkens, 1982 ; Herr-
mann et Ludwig, 1982 ; Paul et al,
1982) et le BHV 1 (Hayward et al., 1975;
Skare et al., 1975 ; Summers et al., 1975 ;
Skare, 1979) : caractérisation de souches
sauvages et vaccinales (Pastoret et al.,
1980a ; Pauli et al.,, 1981 ; Rziha et al.,
1981) ; différenciation entre souches res-
piratoires (IBR) et souches génitales
(IPV) (Engels et al., 1981).

Le BHV [, comme un grand nombre
d’herpesvirus, persiste a 1'état latent chez
le bovin infecté (Sheffy et Davies, 1972).
La stabilité des souches latentes reste un
des problémes soulevés par le phénomene
de latence : y a-t-il identité entre la sou-
che qui, lors de l'infection primaire, s’est

installée a I'état latent chez I'animal et

la souche réactivée et réexcrétée chez le
méme animal (Pastoret et al., 1982) ? La
taille moyenne des plages produites en
culture de cellules par une souche réacti-
vée est parfois inférieure a celle de la



souche parentale (Pastoret et al., 1979b).
Par contre, I'analyse des protéines vira-
les de structure ne révele pas de diffé-
rence (Pastoret et al., 1980b).

Dans cette étude préliminaire, le DNA
de plusieurs souches de BHV 1 isolées en
Belgique et de deux souches vaccinales
est comparé apres digestion par I'endo-
nucléase de restriction Eco RI. Le site
de restriction du DNA reconnu spécifi-
quement par 'enzyme Eco RI est com-
posé de six paires de bases dont la
GAATTC
CETARG W Ade
nine ; C: Cytosine ; G: Guanine; T:
Thymine). Chaque chaine du DNA est
clivée entre G et A.

structure est :

Les souches isolées aprés réactivation
chez deux bovins infectés de maniére
latente par le BHV 1 sont de la méme
maniére comparées a la souche paren-
tale.

MATERIEL ET METHODES

Culture cellulaire

Les cellules GBK (Georgia Bovine Kid-
ney), aimablement fournies par le Prof.
L.A. Babiuk, Saskatoon, Canada, sont culti-
vées en bouteilles de Roux de 175 cm?2 ou
en roller bottles de 850 cm?, selon les condi-
tions précédemment décrites (Thiry et al.,
1981).

Souches de BHV 1

Les souches sauvages belges de BHV 1
sont: IBR/Cu3, isolée d'un cas de métrite ;
IBR/Cus, isolée d'un cas respiratoire typi-
ques ; IBR/Cu7, isolée d'une forme respira-
toire associée a des mortinatalités de veaux.
Ces trois souches ont été clonées sur cellu-
les, par trois passages successifs sous aga-
rose a 1 %, et ont subi trois passages sur
cellules GBK.
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Les souches vaccinales sont: la souche
thermosensible ts RLB 106 (Zygraich et al.,
1974), aimablement fournie par Smith-
Kline R.I.T., Genval, Belgique, et la souche
vaccinale IBR-IPV, aimablement fournie
par Bayer Belgium, Bruxelles, Belgique. Les
souches vaccinales ont été passées trois fois
sur cellules GBK, a partir de vaccins lyo-
philisés.

Trois souches de BHV 1 ont été iso-
Iées au jour 6 aprés réactivation par la
dexaméthasone chez deux bovins infectés
par IBR/Cu5, dépourvus d’anticorps neu-
tralisant le BHV 1 avant [Iinfection :
IBR/Cu5THO06, isolée d'un taurillon ;
IBR/Cu5GIJ06, isolée d'une génisse au
cours d'une premiére réactivation; IBR/
Cu5G3J06, isolée de la méme génisse, au
cours de la troisieme réactivation (Pastoret
et al. 1979a).

La souche de référence est la souche
IBR/Los Angeles (LA), aimablement four-
nie par le Prof. D.G. McKercher, Davis,
U.S.A.

Purification virale

Le BVH 1 est purifié selon la technique
de centrifugation zonale en gradient de Tar-
trate de potassium décrite par Talens et Zee
(1976).

Analyse du DNA viral

L'extraction du DNA viral, la digestion
du DNA par l'endonucléase Eco RI et
I'électrophorése des brins de DNA en gel
d’agarose sont réalisés selon les techniques
précédemment décrites (Thiry et al., 1982).
Le DNA du bactériophage lambda, clivé
par I'endonucléase Eco RI, est utilisé comme
marqueur de poids moléculaire.

RESULTATS

Les DNA des trois souches de BHV 1
isolées en Belgique montrent un pro-
fil électrophorétique assez semblable
(Fig. 1 ; tableau 1). Apres digestion par
Eco RI, le DNA de la souche IBR/Cu7



32

est identique a celui de la souche les bandes C et D semblent étre confon-
respiratoire internationale de référence dues (Fig. 1 ; tableau 1).

IBR/LA ; les génomes des souches

IBR/CuS5 et IBR/Cu3 ne présentent pas Le DNA de la souche vaccinale ts
de différence entre eux apres clivage par RLB 106 présente un profil identique a
Eco RI, mais different légérement de celui de IBR/LA, souche respiratoire. La
celui des souches IBR/Cu7 et IBR/LA : souche vaccinale IBR-IPV de Bayer se

EcoRl

1. IBRLA
2. IBR Cu7
3. IBRCus

4, IBR Cu3
5. vaccin Bayer
6.1BR ts RLB 106 s

Fig. la. Fig. 1b.

Fig. 1. — Analyse du DNA viral de diverses souches sauvages et vaccinales de BHV 1 aprés digestion
par Eco RIL

TABLEAU 1. — Poids moléculaires estimés (x10% daltons) des fragments de DNA viral obtenus
pour diverses souches de BHV 1 aprés digestion par Eco RIL

+ : présence d'une bande dont le poids moléculaire ne peut étre estimé avec le marqueur utilisé.

IBR/LA IBR/Cu7 IBR/Cu3 IBR/Cu3 IBR/IPV IBR/ts
Bayer RLB 106

A a5 Sl = -+ Iz r
B 13,7 13,7 13,7 13,7 13,7 13,7
(& i) 11,5 11,7 11,5
C+D 10,5 11

D 11 10,9 10,2 10,8
E 9,2 9.3 9,5 9.3 9.3 92
F 5,6 S 5 a5 5.6 5,6
G 1,6 1,6 1,6 1.6 2,5 1,6




Eeo RI

1. IBR Cu5

2. Cu5G3J06
3. Cu5T1J06
4.  Cu5G1J06

Fig. 2a.
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Fig. 2. — Analyse du DNA viral de trois souches réactivées et de la souche parentale aprés
digestion par Eco RI.

distingue aisément de toutes les souches
précitées (tableau 1).

Le DNA des souches virales isolées
apres réactivation chez des bovins infec-
tés par IBR/Cu5 ne différe pas de celui
de la souche parentale, aprés clivage par
Eco RI (Fig. 2).

DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Les trois souches de BHV 1 isolées en
Belgique ont un profil électrophorétique
trées semblable a celui observé pour les
souches respiratoires (formes IBR) (En-
gels et al., 1981). Néanmoins, de légeres
différences existent entre les génomes des
souches IBR/Cu3 et IBR/CuS5, et ceux
des souches IBR/Cu7 et IBR/LA (Fig.
1 ; tableau 1).

La souche vaccinale ts RLB 106 est
un mutant obtenu a partir d’'une souche
initiale, isolée en 1969, en Belgique, d'un
cas de maladie génitale (Zygraich, com-
munication personnelle). En effet, les
premiéres formes respiratoires décrites

sont apparues dans notre pays en 1972
(Pastoret, 1979). Or, le mutant ts pro-
duit a partir de cette souche génitale
(IPV) présente les mémes caractéristiques
que IBR/LA et les autres souches respi-
ratoires (Nettleton et al., 1981). Il est
pourtant possible de distinguer entre
souches IBR et IPV, par clivage du
DNA viral par Eco RI, bien que les dif-
férences observées soient faibles (Engels
et al., 1981).

Ce résultat doit é&tre confirmé par
I'emploi d’autres endonucléases de res-
triction de sites de clivage différents, de
manieére a augmenter la spécificité de la
méthode.

Il permet toutefois de postuler trois
hypotheses :

a. La souche initiale possédait les
caracteres génomiques propres aux
souches génitales ; la mutation ther-
mosensible s’est accompagnée d’une
modification du génome, dont la
forme, aprés clivage par Eco RI, s’est
rapprochée de celle des souches res-
piratoires.
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b. Les souches respiratoires étaient pré-
sentes en Belgique avant les premie-
res descriptions cliniques.

c. Des souches génitales présentant des
caractéres génomiques semblables
aux souches respiratoires existaient
en Belgique avant I’émergence de la
forme respiratoire.

L’analyse du DNA viral aprés diges-
tion par Eco RI est un bon marqueur
pour la souche vaccinale IBR-IPV de
Bayer.

Elle peut étre différenciée des souches
respiratoires et de la souche vaccinale
ts RLB 106. Ce marqueur n’est pas utile
pour caractériser la souche vaccinale
thermosensible : dans ce cas, le caractére
thermosensible reste l'outil de différen-
ciation le plus aisé.

Dans les trois cas étudiés, les souches
réactivées ne différent pas de la souche
parentale. Ces résultats concordent avec

ceux obtenus précédemment (Pastoret et
al., 1980a), mais doivent étre confirmés
par I'emploi d’autres endonucléases de
restriction. Dans I'étude de 1'épidémiolo-
gie du BHV 1, la stabilité¢ des souches
latentes est une propriété importante.
Elle n’élimine pas cependant la possibi-
lité d’apparition de virus recombinants,
obtenus dans des cellules coinfectées par
deux souches différentes maintenues a
I’état latent chez un méme animal.
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Differentiation between infectious bovine rhinotra-

cheitis virus (Bovine herpesvirus 1) strains by Eco Rl
restriction endonuclease analysis.

Several Bovine herpesvirus 1 (BHV 1 ; IBR/IPV virus)
strains were compared by the electrophoretic pattern
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in agarose gel of viral DNA cleaved by the restriction
endonuclease Eco RI.

The strains isolated from respiratory cases in Bel-
gium and Los Angeles strain were almost the same.
Thermosensitive vaccine strain (ts RLB 106) showed
the same electrophoretic pattern as respiratory (IBR)
strains. An attenuated vaccine strain (IBR-IPV vaccine
strain from Bayer), on the opposite, was different.

BHV 1 strains isolated after reactivation from two
latent carriers were quite the same as the initial strain.

In the discussion, the authors emphasize the like-
ness of ts vaccine strain to respiratory strains, whe-
reas the parental strain used to make the ts mutant
was isolated from a genital (IPV) case in Belgium,
before the onset of the respiratory (IBR) disease.

These results have to be confirmed by the use of
other restriction endonucleases.





