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"Ce qui nous attire, c'est i'harmonie inhAdrente & tout ce qui

vit et il seratt alsolument ascientifique et mdéme mensonger de le nier.

La deseriptiion ou reproduction strictament clhjective d'un animal ou

d'une plante s 'écarterait résolument de la vérité si elle ne rendait

pas compte de leur lequté. Bien sile, st nous décrivons ou reprodutsons

la forme d'wn 08, d'une nageoire ou d'une aile d'oiseau, notre hut

n'est pas d'exprimer la keauté de cette forme, nous ne devons pas

altérer si peu que ce soit lg vérité pour satisfaire notre senst Hlité

purement ariistique. D'un autre cdté, la reproduction de cette vérité

ne serail pas entiévement conforme si la keautd de l'okjet n'y était B.

également exprimée’.

Xonrad Lorenz

L'année de 1l'oie cendrée, Stock, 1978.
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II. LIMINAIRE.

La rhinotrachéite infectieuse bovine est une maladie respiratoire
du b&tail qui a été déerite aux Ltats-Unis vers les années 1950; elle
peut €tre grave et son apparition entrafner des pertes &conomigues
trés importantes dans une expleitatiom.

La vulvevaginite infectieuse pustuleuse est une maladie vénérienne du
bétail connue en Eurcpe de longue date.

Ces deux affections sont actuellement regroupées, car on a constaté
que leurs agents &tiologiques, un virus du groupe des Herpes
{Herpetoviridae) sont  identiques; il est actusllement connu sous le
nom de Bovid Herpesvirug 1 (BHV 1), -

Cet agent peut Etre 4 1'origine de nombreuses autres formes clini-
gues, ce qui a amen? de nombreux chercheurs 3 tenter de différencier
les souches respensables de ces diverses entités; de découvrir des
critéres objectifs de séparation {marqueurs).

D'autre part, le BHV 1 partage avec nombre d'autfes représentants
de son groupe, une propriété biologique essentielle : il peut demeurer
d 1'état latent chez les animaux aprés les avoir infectés.

La réactivation du virus latent peut &tre provogués par divers stimuli,
dont l'emplol des glucocorticoides (dexamfthasone), La vaccination
contre la fhinotrachéite infectieuse bovine est apparue trés tot dans
i'histoire de la maladie et l'cn dispose actuellement de vaccins pré-
parés 3 l'aide de souches atténudes.

Lz multiplicité des formes cliniques, la latence du virus, 1'utili-
sation de souches vaccinales atténudes, ne facilitent pas la tiche de
1'épizocticlogiste ou du chercheur. Les techniques mises en oceuvre
jusqu'd ce jour pour tenter de différencier les souches me l'ont
qu'imparfaitement permis.

Nous avons cherch& 3 caractériser par des marqueurs biologiques ou
biochimiques les différentes scuches de BHV 1, gu'elles scient sauvages
ou qu'il s'agisse de souches modifiées en vue de les utiliser comme
vacein, réactivées ou non.

Certaines scuches ont ensuite &té& utilisées pour 1'étude de la latence

et de la réactivation du virus par la dexaméthascne. FPlus précisément,

- 17 -




1'étude du site de la latence, du micanisme qui induit la réactivation

et du contrdle exercé par le systéme immunitaire sur la réexcrétion.

ITII. 1
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III., 1° PARTIE : LE VIRUS DE LA RHINOTRACHEITE INFECTIEUSE

BOVINE (BOVID HERPESVIRUS 1, BHVL).




"En résumé, les passions politiques présentent aujourd'hui wn
degré d'universalité, de cohérence, d'homogéndité, de précision, de
eontinuité, de prépondérance par rapport aur autres paseions, inconnu
Jusqu'd ce jour; elles premnent une congeience d'elles -mdmes qulon ne
leur aquait point vue; certaines d'enire elles, mal avoudes jusqu'ici,
sléveillent & cette conscience et g 'ajoutent aux anciennes; d'autres
deviennent plus purement passiomnelles que jomais, possédent le
coeur de 1'homme en des régions morales ou ellee w’atteignaient pae,
prennent un caractére de mystieitd qu'on ne leur voyait plus depuis
des aideles; toutes enfin se moiissant d'opparetls idéclogiques par
lesquels elles se clament & elles mdmes, au nom de la sctence,
la supréme valeur de leur action et sa nécessitd historiqua. En
surface comme en profondeur, en valeurs spatiqles comme en foree
interne, les passions politiques atteignent aujourd'hui 4 wn point
de perfection que l'histoire n'avalt pas connu.

L'dge actuel eat proprement 1'dge du politique".

Julien Benda

La trahison des clercs.
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A. REVUE PE LA LITTERATURE.

Plan

1°) Historique.
2°) Propriétés morphologiques et nomenclatuve.
3°9) Propridtés biophysiques et résistance.
4°) Propriétés biclogiques et multiplication.
5°¢) Inhibition de¢ la multiplication.
6°) Les mutants thermosensibles. -
7°) Propriétés biochimiques a) acide nucldigue.
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1°) Historique.

La rhinotrachéite infectieuse bovine (IBR) est une maladie ccnta-
gieuse qui affecte principalement les bovins. Elle se caractérise
essentiellement par une rhinotrachéite exsudative s'€tendant jusgu'aux
grosses bronches; les complications bactériennmes peuvent entrainer des
répercussions pulmonaires et aggravent le cours de la maladie. La
rthinotrachéite n'est cependant qu'une des manifestations cliniques,
mais, sans doute, la plus ilmportante.

La maladie, sous cette forme respiratcirve, a 8t@ décrite au début
des années 1950 aux Etats-Unis (Schroeder et Moys, 13954%; Me Xercher
et al., 1954; Jensen et al., 1955; Miller, 1955; York, 1868; Gilbert et

_Saurat, 1970; Mc Kercher, 1973; Kehrs, 1977; Gibbs et Rweyemamu, 1377a};
Mc Intyre (1954) puis Chow et al. (1955) la transmettent expérimenta-
lement & d'autres bovins, démontrant ainsi son caractére infectieux.

L'isclement de 1'agent causal, un virus, est ensuite réalisé
(Madin et al., 1856; York et al., 1957); 2 partir de ce moment 1'&tude
de la maladie entre dans une dre nouvelle. )

Les premiers essais d'immunisation ne tardent pas 3 suivre

(Kendrick et al., 1956; York et Schwartz, 1956; Brown et Cabasso, 1957;
Cabasso et Brown, 1958; Gillespie et al., 1957; Baker et al,, 1958;
Schwarz et al., 1957; Brown et Chow, 1959).

Lz classification du virus parml les virus herpétiques, n'est
intervenue gue plus tardivement (Armstrong et al., 1961; Knocke et

" Liess, 1961) aprés que le groupe des Herpes efit lui-méme 8t& d&fini
(Wildy et al., 1960).

La vulvovaginite infectieuse pustuleuse (IPV) est une maladie
vénérienne du b&tail connue depuls longtemps en Eurcpe. Dtaprés
Kokles (1967), ce serait Biichner qui en aurait fait la premidre desecrip-
tion en 1841; en 1894, Trommsdorf la définit comme entité€ sous le nom
de BlAschenausschlag qu'lelle sera seule i porter désormais. Son &tlolo-
gie virale est démontrée en 1928 par Relsinger et Reimann, qui trans-
mettent la maladie par filtrat.
La maladie avait déjd &té décrite en 189% aux Etats-Unis (Steddom,
1895; d'apréa Kendrick et 2al., 1958) et y existait donc avant 1'appa-

rition de la rhinctrachéite infectieuse bovine, ou, d tout le moins,
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coexistait avec elle (Kendrick et al., 1958).

L'isolement du virus date de 1958 (Kendrick et al., 1958; Greig et al.,
1958), et son identité antigénique avec le virus respcnsable de la
rhinotrachéite infectieuse hovine (IBR) a &té rapidement démontrée
{Gillespie et al., 1959; Wagner et Gillespie, 1959} et confirmée

(Mc Kercher et al., 1959); par la suite, Mc Kercher (1963) a établi
1tidentité antigénique du virus de la rhinotrachéite infectieuse bovine
avec trois isclements de 1l'ancienne '"Bldschenausschlag", dont un
provenait de Belgique (Bouters et al., 1960).

Gillespie et al. {1959) ont par ailleurs comparé le pouvoir
pathogéne des virus IBR et IPV chez le bovin; tous deux se comportent
de la mSme fagen, s'ils sont inoculés par la méme voie, la seule
différence &tant l'absence de jetage lorsque le virus IPV est adminis-
tré par la voie intranasale; le virus émis est alors cent fois moins
abondant .

Pour certains, 1l'appariticn de la forme respiratoire de la maladie
serait due aux modifications des structures de 1'élewage, survenues
aux Etats-Unis (Feedlots, unités intensives d‘epgraissement) et plus
tardivement en Eurcpe (Gilbert et Saurat, 1970); elle est classée par
Mayr (1976} dans son "Crowding disease Komplex".

Un comité international (Reizman et al., 1973; Roizman et Furleng,
1974) a proposé une nomenclature des virus herpftigues; celul de la
rhinotrachéite infectieuse bovine y porte le nom de Bovid herpesvirus 1
(BHY 1).

2°) Propriétés morphologiques et nomenclature.

Le virus de la rhinotrachéite infectieuse bovine partage les
caractéres morphologiques du groupe herpétique, ainsi qu'ils ont &té
primitivement définis par Wildy et al. (1960) et précisés ultérieure-
ment. Ce n'est cependant qu'en 1961 qu'Amstrong et al. le rattachent
définitivement au groupe des Herpes, suivant en cela les suggestions
de Knocke et Liess.(1961). Les caractéres des virus herpétiques
ont fait 1'objet de revues bien documentées (Roizman, 196%; Watson,
1973; Reizman et Furlong, 1874%; Colbdre, 1975); celle de Martin (1976)

plus récente, est consacrfée aux Herpesvirus d'intér8t vétérinaire.
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La description a &té progressivement affinde (Almeida et al., 1978)

et montre uhe grande unité ‘dans le groupe.

La taille des particules complétes du BHV 1 avait ét&, dds 1958
(Tousimis et zl.), estimée voisine de 150 nm, par des méthodes
bicphysiques.

Ce virus est constitué d'une nuclfocapside de symétrie cubique {Watrach
et Bahnemann, 1968; Cruickshank et Berry, 1965; Schulze et al., 19864),
comportant 162 capsoméres, d'une taille de 108 nm. Les capsoméres ont
wn diamétre inférieur 3 10 nm et sont parcourus, selon leur axe longi-
tudinal, par un canal de 3,5 & 4 nm de diamétre. La nucléocapside
contient le cceur (Bocclarelli et al., 1965, 1966) qui protdge 1'acidé
nucléique; elle est séparée de 1'enveloppe par un tégument de nature
encore imprécise. TL'enveloppe porte des projections, 3 sa surface

(Smid et al., 1977; valicek et Smid, 1976).

3°) Propriétés biophysiques et résistance. N

~

Comme les virus enveloppés, le BHV 1 est sensible & 1'éther, i 1'aleool
et A l'acétoﬂe (Rouhandeh et al., lQSﬁ; Griffin et al., 1958; Andrewes
et Horstmann, 1949, Feidmaﬂ et Wang, 1961}, A un pH égal ou 1&gérement
supérieur é:T,ssa survie est relativement bonne & basse température,
mais d&croit rapidement 3 379 C (Griffin et al., 1958; Stevens et
Groman, 1963; Bartha et al., 1969; Stojkovic-Atanackovic, 1967:
Hahnefeld et al., 1963}.

In pitro, le BHV 1 est inactivé par 1'addition de nombreux compmséé
(Bahnemann, 1976; Straub, 1965).

Donaldson et Ferris (1976) et Elazhary et Dérbyshire (1979) ont &tudié
2a survie en aérosocl, en relation avec l'humidité relative, et démontnré
=3 sensibilité aux effets de surface, qui expliquerait que ce virus
résiste mal dans le milieu extérieur.

Bagust (1972) détermine la densité de flottation des particules du

BHV 1 en chlerure de Césium et &tablit que sa valeur moyemme est de
1,251 g/cma; il ne trouve aucune différence entre les quatre souches
etudiées, parmi lesquelles Figure la souche neurctrope N569. Talens

et Zee (1976) ont détermin la densité de flettation par centrifugation
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4°) Propriétés biologiques et multiplicationm.

Le BHY 1 se développant sur une grande variété de cellules de
mammifdres {Michalski et al., 1976; York et al., 1957, Cheatham et
Crandell, 19%7; Cabassc et al., 1957; Orsi et Cabassoc, 1958; Rouhandeh,
1963} il est impossible d'en donner ﬁne revue exhaustive. Les cellules
de certaines espéces qui sont peu sensibles & la rhinotrach@ite infec-
tieuse bovine, supportent trés bien la multiplication du virus; tel est
le cas des cellules de mouton et du chat (Ba-Vy et Perreau, 196u;
Crandell et al., 1973),.des cellules porcines (Kasza et al., 1972
Schwarz et al., 1958; Pensaert, communication personnelle}, d'une
lignée continue issue du dauphin {Dolphin kidney NBL-10, Stenella
plagiodon) (ATCC, 1972).

Le virus peut envahir im vitro des cellules de moustique (dedes aegyptil,
mais ne s'y multiplie pas (Belloncik et Devauchelle, 19758). Tl ne se
propage pas dans 1l'ceuf embryonné ni dans des cultures de fibroblastes
d'embryon de poulet. '

Les cellules bovines (Pospisil et al., 1975; Ludwig et al., 1969),
les lignées diploides (Mirchamsy et al., 1977) et les lignées continues
qui en dérivent sont trés sensibles au virus,ainsi que certaines
cultures d'ovganes.(Nelson, 1974; Shroyer et Easterday, 1968; Rossi et
Kiesel, 1977}. La sensibilité des macrophages bovins est quelgue peu
controversée tRossi et Kieéel, 1977}; les macrcphages foetaux sont
plus sensibléé qué ceux provenant des adultes.

En culture cellulaire, le BHVI détermine un effet cytopathogéne
caractérisélpar la formation d'inclusiens Intranucléaires et de petits
syneytia (Cheataﬁ et Cpandell, 1957; Stevens et Chow, 1959).

Son mode de réplication est tré@s similaire & celui des autres herpesvirus,
de méme que sa maturation (Joklik et Zweerink, 1971, Crandell et al.,
1959; Gustafson,‘1973).. On a cépendant coutume de distinguer les
herpesvirus du groupe A (Hahnefeldlet al., 1965), auquel appartient

le BHVL et ceux du groupe B qui restent étroitement associés 3 la

cellule infectée. Les corpuscules denses qul apparaissent en cours de

pultiplijication de certains virus du groupe B, comme le virus




cytomégalique humain (Talbot et Almeida, 1877, Craighead et al., 19872;

Iwasaki et al., 1973; Mc Gavran et Smith, 1965; Smith et de Harven, 1973)
n'apparaissent qu'en quantité limitée et avec une répartition différente
(Nii et Yasuda, 1976; Valicek et 8mid, 1976) pour les virus du groupe A,
Ceci pourrait s'expliquer par un meilleur rendement dans 1'assemblage
d'un virus comme le BHV1 par rappert 3 celui d'un virus cytomégalique

(Smith et de Hapven, 1978).

Le BHVL ne peut pénétrer dans la cellule s'il est privé de son
enveloppe, ce qui suggdre une pénétration par Ffusion avec la membrane
cytoplasmique. L'enveloppe jouerait un triple r8le : de protection,
d'ancrage, et de médiateur dans la disscluticn de 1a membrane.

La cinétique de sa repreduction a fait 1'cbiet de plusieurs
8tudes (Liess et al., 1%60; Schimmelpfennig et Liess, 1961; Schulze et
al., 1963; Jasty et Chang, 196%9; Theil et al., 1871; Jasty et al., 1972a;
Zee et Talens, 1971, 1972; Smid et al., 1977; Stevens et Groman, 1963,
1964; De Pauli et Sabina, 1972).

L'ensemble des £vénements s'ordonne plus ou moins comme suit
pendant la premiére phase dite de latence ou d'éclipse (de O 3 & heures),
on ne peut pas détecter de multiplication virale, bien que la reproduc-
tion soit entamée puisque des antigénes viraux apparaissent au niveau
de 1l'enveloppe nucléaire (U4 heures); suit une phase logarithmlique (de
7 & 15 heures) pendant laguelle le titre de virus intracellulaire aug-
mente ewponentiellement et 1'inclusion intranucléaire s'&tend jusqu'l
remplir le noyau; pendant la phase sulvante, dite statiomnaire, {16 &
32 heures), le virus extracellulaire augmente exponentiellement; la
dernidre phase dite de déclin, s'étend de 1a 243me 3 la 353me heure,
et voit le titre de virus intracellulaire décroftre, alors que le titre
de virus extracellulaire demeure stationnaire {Jasty et Chang, 1969).
D'aprés Zee et Talens (1972), les premiers &vénements de la multipli-
catien seraient plus précoces; les premidres &bauches de nucléocapsides
apparaitraient dans le noyau vers la Uéme heure, et des nuctdocapsides
nues dans le cytoplasme, de 6 3 8 heures aprés l'infection. Les avis
différent quant au mode d'acquisition de l'enveloppe. Pour les uns, le
virus l'acquiert par bourgecnnement & partir du feuillet interne de la
membrane nucléaire modifiée (Jasty et Chang, 1971), et il en serait de

mEme pour les nucléocapsides libres retrouvées dans le cytoplasme,
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Pour d'autres, les nucléccapsides cytoplasmiques libres s'entourent d4'une
membrane vacuolaire d'origine cytoplasmique (Zee et Talems, 1972}, ou

de la membrane plasmatique (Chia et Savan, 1974). Aucun enveloppement
ne se fait au niveau de la membrane plasmique. D'aprés Valicek et Smid
(1976), ces différents modes d'enveloppement, seraient 3 l'origine 4'une
hétérogénéité de la populaticn de virus produite.

La libération du virus se ferait peut-Ztre 34 l'occasion d'une medifica-
tion du réticulum endoplasmique cellulaire {Chia et Savan, 1974; Jasty
et al.,1972z; Zee et Talens, 1872).

D'aprés Chia et Savan (1974), 1'enveloppement du virus se ferait en réa-
1ité au hasard dés que la nucléocapside entre en contact avec une strue-
ture membranaire quelconque, que ce soit le feulllet Interne ou externe
de la membrane nucléaire, ou qu'elle appartienne d l'appareil de

Golgi. Le virion formé serait 1ibéré en passant au travers du systéme
tubulaire cytoplasmique, ou par exocytcse.

D'aprds Silva et al. (1973) qui ont utilisé des cellules MDBK, l'inter-
prétation de la séquence des &vénements démontre un certain asynchro-
nisme dans 1'infecticn, qui permet d'expliquer les résultats discordants
obtenus par divers expérimentateurs pour le BHVI,

Toutes les cellules ne montrent pas les mémes altérations au méme moment,
méme lorsqu'elles sont préalablement synchronisées et infecifes & 1'aide
d'une forte dose de virus (one-step growth).

La yeproduction du BHV1 est trés sensible 4 un déficit en arginine

ou en leucine (de Pauli et Sabina, 1872 ).

5°) Inhibition de la multiplication.

De nombreux composés inhibant la réplication des virus herpétiques
cnt &té preposés; FOX (1977) en donne une liste ainsi que leurs diffé-
rents modes d'agtion. Parmi ces substances, figurent les analogues de
la thymidine tels que 1'IUDR (5-Todo-2'-deoxyuridine),qui par sa
ressemblance avec la thymidine &'y substitue dans la molécule d'ADN,
sous forme d'iodouracile (Smith, 1963; Smith et Dukes, 1864; Cchen et
al., 1977).

D'autres composds tels que cytosine et adénine arabinoside, n'agissent

qu'aprés modification par un enzyme d'origine virale, ce qui les rend
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moins cytotoxiques (Genmtry et Aswell, 1975; Doberson et al., 1876:
Roubal, 1977; Faleen et Jones, 1377). Des molécules entiherpétiques
dérivées de 1'acide phosphonoacétique (PAA) ou phosphonoformique (PFA)
et de découverte plus récente, doivent leur action virostatigue 3
L'inhibition de 1'ADN-polymérase virc-indulte (Overby et al., 197u;
Mao et al., 1975; Mac et Rcbishaw, 1975; Helgstrand et Oberg, 1978).
Enfin, la multiplication peut &tre perturbZe en inhibant la glycosy-
lation des protéines (Ludwig et al., 1374; Courtney, 1976; Schmidt
et al., 1976; Knowles et Person, 1976).

L'administration aux cultures cellulaires d'inhibiteurs de la
synthése de 1'ADN, emp@che la formation de BHVL infectieux (Stevens et
Groman, 1964; Jasty et al., 1872b; Lillle et Mohanty, 1968; Persechino .
et Orfei, 1965; Hahnefeld et Hahnefeld, 1864; Jasty et Chang, 1976;
Sabina, 1865); c'est ainsi que la réplication du BHV1 est inhibée par le
5-Mercaptométhyl—2'—deoxyuridine, la S5-icdodeoxyuridine et la cyto-
sine-arabinoside {Gupta et al., 1975). Le phesphonoformate.est égale-
ment actif im vitro contre le BHV1 {Helgstrand et al., 1978; Schwers et
al., 1880 a et b).

6°) Les mutants thermosensibles.

Les mutants thermosensibles de virus herpétiques sont souvent utili-
sés (Schaffer, 1975), les uns pour des &tudes de génétique moldculaire
{8chaffer et al., 1978; Esparza et al., 1976), les autres pour prépaver
des vaccins. C'est & Zygraich et Collaborateurs (1974 a et b; 1975}, que
revient le mérite de la premidére utilisation d'un mutant ts du BHV

3 des fins vaceinales.

7°) Propriétés biochimiques.

a) Acide nucléigue.

La démonstration que 1'acide nucléique du BHV1 est de L'ADN a &té
R . o
faite initialement par l'emploi de techniques d'inhibition de la répli-
cation (Hahnefeld et Hahnefeld, 1964). ' '

Babiuk et Rouse {1975a) ont récemment découvert des ribonucléctides
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associés 4 1'ADN viral par une llalson covalente au sein du virioen;
pareille disposition a également &t€ décrite pour l'Herpes simplex
(Hirsch et Vonka, 1974). Ce brin d4'ARN pourrait jouer un role dans

la réplication de 1'ADN (Biswal et al., 1974; Murray et Biswal, 1974).
Russell et Crawford (1964), attribuent & 1'ADN du BEV1, une densité de
1,730 g/ml, et un poids moléculaire de 56.10E daltons, estimé par
centrifugation. Le pourcentage de Guanine + Cytosine de 71 % est trés
différent de celui de 1TADN cellulaire; des valeurs similaires (72 %)
lui sont attribuées par Plummer et al. (1969), Graham et al. (1872),
Ludwig (1972 a et b} et Black et Slack (1972).

Comme les auteurs précédents, Geder et al. (i1978)trouvent une densité

~

de flottation 8gale & 1,730 g/cms, ce qui correspond & 71,5 % de G + C,
par contre, ils assignent & 1'ADN un poids moléculaire de 96.106 daltens,
valeur nettement supérieure 3 celle précédemment décrite.

La fixation de l'acide nucléique du BHV1 & l'aide d'acide chromique
(Langenberg et Sharpee, 1978) permet de mieux l'observer lors de
L'examen au microscope &lectronique; 1l se présente alors comme un
tore non collab& , ou comme un treillis, au centre de la particule.
Des informations supplémentaires sur LY'ADN ont été obtenues grdce a
l'emploi des enzymes de restriction. C'est ainsi que Geder et al. (1978)
ont &tudié 1'ADN du virus HMCV (Hershﬁy Medical Center Virus), contaminant
de culture de cellules humaines, qui s'est avéré &tre du BHV1, Les pro-
duits de la digestion de 1'ADN par l'enzyme de restriction (endonucléase)
Eeo RI ont ét& comparés i ceux obtenus pour le virus cytomégalique humain
et 1'Herpes simpiex types 1 et 2; ils en différent par leurs peids
moléculaires et les quantités molaires relatives.
Pareilles mesures effectuées par Skare et al. (13975}, n'accusent que des
différences mineures, sans deoute imputables aux souches utilisées .

La formule de Warburg et Christian (1941) & permis de calculer
le pourcentage relatif d'acide nucl#ique dans la particule. L'analyse
du virus en centrifugation analytique aux longueurs d'onde de 260 et
280 nm donne respectivement 0,656 DO d 260 nm, et O,544 DO & 280 nm;

280/ %250
lors estimer 3 +/- 6 %, le pourcentage d'acide nucléique contenu

on peut denc obtenir la valeur E = 0,830. Nous pouvons dés

dans les particules purifiges.
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L) Protéines.

Parmi les protéines nen-structurelles, une ADN-polymérase viro-in-
duite a B8 particulidrement &tudide, et est décrite pour de nombreux
herpesvirus. Elle différe de 1'ADN-polymérase cellulaire : ainsi,
1'activité ADN-polymérasique des cellules réndles bovines infectées par
le BHV1 est plus thermostable que celle des cellules mon infectées
(Stevens et Jackson, 1967). Rien d'autre n'est actuellement connu
sur les protédines non-structurelles du BHVL.

Les protéines de structure des virus herpétiques ont fait l'objet
de revues critiques relativement récentes (O'Callaghan et Randall,
1976},

La premiére description des protéines de structure du BHV1 date
de 1975, et émane de notre laboratoire (Pastoret et al., 1875). Depuis
lors, Sklyanskava et al. (1977) y ont reconnu dix-huit protéines de

structure, dont hult glycosylées.

8°) Propriétés antigéniques.

~

L'étude de la structure antigénigue du BHV1 est 3 peine entame
(Darcel le Q., 1977; Darcel le Q. et al., 1978); il =e placerait & la

limite du premier neutroséron défini par Honess et Watson {1977},

9%) Comparaison du BHV1 avec les autres virus herpétiques.

les techniques les plus variées ont été utilisées pour comparer
les divers her@esvirus entre eux. Nahmias (1972) a méme tenté de les
regrouper selon leurs aspects pathologiques et biologiques. Les teneurs
en Guanine + Cytosine ont été comparfes (Plummer et al., 1863; Roizman

et Furlong, 1974%; Geodheart et Plummer, 1975; Russel et Crawford, 19647,
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11 est apparu que le BHVL se vapproche le plus du virus de la maladie
d'Aujeszky.
L'étude par hybridation des acides nucldiques (Kieff et al., 1972;
Ludwig et al., 1872; Ludwig, 1972 a et b; Bronson et al., 1972; Sterz
et al., 1974), montre que le BHVL d'une part, et les virus de la maladie
d'Aujeszky ou de la mamillite bevine d'autre part, ne possédent que
peu de Sé@uences homclogues. La comparaison des polypeptides de struc-
ture {Killington et al., 1977) met en &vidence des similitudes dams
le nombre, la taille et la complexit® générale des différents polypep-
tides, mais aucun pelypeptide n'a la méme mobilité électrophorétigue
dans tous les virus examinés.
Le BHVL semble se rapprocher le plus du virus de la maladie d'Aujeszky
en ce qui concerne la taille et la complexité des polypeptides révélés
par &lectrophordse (Stevely, 1975; Sklyanskaya et al., 1977). En
outre, un méme polypeptide non structurel est commun i plusieurs
herpesvirus (Honess et al., 1378}.

8i la fixation du complément révdle des réactions croisées entre
le BHVL et le virus de la rhinopneumcnie équine (Dguid herpesvirus 1)
les deux vipus sont clairement distincts par la séroneutralisation de
leur pouvoir infectieux (Carmlichael et Barnes, 1861; Plummer, 1968) .
Blue et Plummer {1973), découvrent par immunofluorescence réalisée
dans des cellules infectées, un antigéne commun & plusisurs herpesvirus
dont le BHV1; par la mdme technique, Evans et al. (1872) révélent
1lexistence d'une communauté antigénique entre le virus de la maladie
de Marek (Phasianid Herpesvirus 2}, celui d'Epstein-Barr
(Ruman Herpesvirus 4), celul de la rhinotrachfite infectleuse bovine;
ils observent (1973) une réaction croisée du BHV1 avec 1'Herpesvirus
Saimiri (Ce Ed Herpesvirus 2), L'herpes simplex type 1 (Human Herpesvi-
rus 1) et le virus de la maladie d'Aujeszky. Wellemans et Leunen {1973)
et Wellemans {1975) utilisant la véaction de la fixatiop du complément,
signalent des communautés antigéniques entre divers virus herpétiques
dont le BHV1, le virus de la maladie d'Aujeszky, 1'herpesvirus bovin
type 3 de la classification de Gibbs et Rweyemamu (1977b)(prototype
souche MCOVAR) et celui de la rhinopneumonie équine. Enfin, Aguilar-Setién
et collaborateurs (137%a, c, d, 1980a et b) décrivent wne réaction
sérologique croisée entre le BHVL et le vipus de la maladie d'Aujeszky,

chez le bovin. Les communautés antigéniques cbservées entre virus
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10°) Variabilité du BHVI.

L'exploration de la variabilité offre un double int&rét; tout
d'abord tenter d'associer des signes cliniques 3 unme scuche particuliére,
ensuite trouver des "marqueurs" pour les souches, notamment vaccinales
(Klingeborn et Dinter, 1972; Bowling et al., 1969).

Les nombreuses tentatives de différencier les souches des deux princi-
pales formes cliniques de la maladie provoquée par le BHV1 (IBR et IFV)
et accessoirement d'autres souches entre elles, se sont inspirées des
critdres et des techniques employ&s pour séparer les types 1 et 2 de
l'herpes simplex [Human herpesvirus 1 et 8; Herpeshominis 1 et 2},
Beaucoup d'auteurs ont conclu 3 1'identité des souches de BHV1 isolées
des différentes entités cliniques (Gillespie et al., 1859; Wagner et
Gillespie, 1959; Mc Kercher, 1964 a et b; Mc Kercher et al., 1959;

Mc Kercher, 1963; Mchanty et Lillie, 1970; Liess et al., 19680). Grinyer
et al. (1962) n'ont observé aucune différence en ce qui concerne le
développement intracellulaire de diverses souches. Black et Slack (1972)

comparant une souche neurotrope avec une autre isolée de 1'appareil

respiratoire, ont démontré que la composition en bases de leurs acides
désoxyribonucléiques était identique (G + C = 72 %). Par contre,
Bagust (1972) a démontré que 1a souche N569, isolde d'un cas d'encépha-
lite, produit sous agar des plages significativement plus petites.

Le méme procédé ne permet pas de différencier les autres scouches entre
elles (Buening et Gratzek, 1967; Bagust, 1972; Jetteur et al., 1878,

Mc Xercher, 1964). Straub et al. (1964), puis Matheka et Straub {1972)
ont pu séparer 1'TBR de 1'IPV par électrophorése de zone (Matheka et
GeiB, 1965), mais non par ultracentrifugaticn. Il est a remarquer que
Brdnyik et al. (1977) distinguent plusieurs sous-populations de virus
de la maladie d'Aujeszky (Sus herpesvirus 1) selon leur point iscélec-
trique.

A l'instar de certaines souches du virus de la maladie d'Aujeszky
(Bartha et al., 1968), certaines souches atténuées résisteraient mieux

que les souches sauvages 3 1l'action de la chaleur et de la trypsine.
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Des wariations antigéniques entre souches peuvéﬁt également Etre
cbservées, principalement par 1'emploi de la technigue de cindtique
de nmeutralisation (Buening et Gratzek, 1867; Gratzek et al., 1968b;
Crandell, 1972; House, 1972; Potgieter et Maré, 1974).




B. ETUDE DE QUELQUES PROPRIETES BIOLOGIQUES ET BIOCHIMIQUES DU BHVL.
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dans la comparaison de différentes souches entre elles.
59) Conclusions générales de 1'étude de quelques propriétés biolo-

gigques et biochimiques du BHV1.
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1°) Introduction. -

Diverses propriétés ont été exploitées pour tenter de différencier
les souches du BHV1. Il apparalt que pour les souches sauvages, seule
ia technique de comparaison des plages permet de distinguer les souches
encéphalitogénes de l'ensemble des autres et,parmli les souches vaccina-
les, seul un mutant ts peut Etre reconnu. Rien n'est connu au sujet
des propriétés des souches réactivées.

Nous avens tout d'abord utilisé la taille des plages pour différencier
les souches encéphalitogénes des autres souches et appliqué cette
technique & 1'étude des souches réactivées.

Ensuite, d'autres marqueurs ont &té utilisés tels la sensibilité a

un inhibiteur de 1'ADN-polymérase viro-induite, la structure pclypep-
tidique, 1'électrophorése des brins d'ADN aprés digestion par des
endonucléases en collaboration avec V. MISRA et L.A. BABIUK du labo-

ratoire de Vipologie de 1'Université de la Saskatchewan au Canada.

2°) Isclement, titrage et clonage du BHV1 sur cellules MDBK.

2.1. Introduction.

Pour la plupart des recherches sur le BHVLl, les cellules MDBK
ont &té choizies en vue d'uniformiser les conditions de travail. Les
cellules MDBK (Madin Darby Bovine Kidney) sont en effet une lignée
continue dérivée par Madin et Darby, en 1958, de rein de bovin adulte
{American Type Culture Collection (1972)), d'une grande sensibllité
au BHV1 et de culture relativement alisée. Cette lignée se distingue
des autres lignées continuesd'brigine bovine, notamment par ses carac-
téres iscenzymatiques (Carleer et al., 1975).

Le virus de la rhinotrachdite infectieuse bovine est apte d former
des plages sous agar (Rouhandeh et Werder, 1961; Hahnefeld et Hahnefeld,
1962; Sabina et Parker, 1963; Pastaret et al., 1978a) et comme d'autres
virus (Hotchin, 1855; Tytell et Neuman, 1963) sous carboxymethyleellulose
{Mondino et al., 1964} ou antisérum {Stevens et Groman, 13964%; Zuffa
et al., 1976). Il est ainsi possible de le cloner, de le titrer

{Stevens et Groman, 1983; Pastoret et al., 1978h), et d'étudler 1l'action
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de certains composés (Kelling et al., 1976).
Nous décrivons ci-aprés comment les techniques de culture, de titrage

fépencier et de clonage du BHV1 ont été standardisées.

s, seule

s souches 2.2. Matériel et méthodes.

s vaccina-

sujet a) Les cellules.
Les cellules MDBK (FLOW) sont entretenues en bouteilles de Roux,
Erencier dans du milieu MEM (Minimum Essential Medium), solution Saline tamponnée
ette de Earle, Acides aminés non-essentiels, 0,85 g/ml de bicarbonate de Na,
10 % de sérum foetal de veau, 100 U.I., de pénicilline/ml, 10 pg/ml
téa de streptomycine. Le nombre moyen de cellules obtenues 3 confluence,
oLypep- dans une bouteille de Roux en verre d'envirom 200 cm2 de surface, est
an des de 40.10°,
u labo-
ada. b) Isolement des souches sauvages du BHOV] et identificatiom.
L'échantillon est inoculé d des cultures cellulaires confluentes
qui sont observées pendant 1 semaine. Le deuxiéme passage en culture
cellulaire se fait au moyen du surnageant de la culture du premier
passage, centrifugé i 3000 rpm pendant 15 minutes { centrifugeuse Sorvall,
GLC-1} et filtré 3 travers une menbrane (porosité : 0,45 py Millipore).
La suspension Qirale ainsi obtenue est examinée au microscope &lectro-
MDBK nique aprds préparation selon la méthode de pseudoréplique préconisée
1. Les par Smith (1967). Le contraste de la coloration négative est obtenu
gnée grace & une solution de 2 % d'acide phosphotungstique amende & pH 7 par
1 adulte addition de guelques gouttes d'hydroxyde de potassium normal.
ilité La derniére étape de caractérisation consiste en une épreuve de
stingue neutralisation par un sérum anti BHV1, selcon la technique de la
5 carac-— réduction du nombre des plages {(Hoskins, 1987).
Le sérum anti BHV1 de ré&férence a &té obtenu chez le lapin, par injec-
» 4 former ticns intraveineuses successives de BHV1 (souches IBR/Los Angeles) mis
Hahnefeld, el suspension semi-purlfié, dans du PBS. Son activit@ calculée en utilisant
e d'autres
wlcellulose
. Zuffa
ar
r 1'action
A




la technigue de séroneutralisaticn de Jemny et Wessman (1973}, est de
1.73 (Loglo) contre 450 TCID 50 % de BHY1. Utilisg & la dilution 1/2,
i1 neutralise généralement plus de 100.000 particules infectieuses

des scuches testées.

c} Titrage du BHV1.

Pour titrer le nombre de particules infectieuses dans une suspension
de BHVL, la technique des unités formant plage ou P.F.U. (Plaque Forming
Units) est utilisée; la teneur en virus infectieux est dés lors exprimée
en PFU/ml. La suspension virale & titrer est diluée de 10 en 10 et
chague diluticn est incculée 3 une boite de Pétrl, toujours sous un
méme volume. En général, la gamme des dilutions va de 1072 jusque 10_6,
mais cela peut varier selon le but poursuivi.

Aprés 1 heure d'adsorpticm & 37° C, scus atmosphére contrdlée, le

milieu liquide est aspiré pour &tre remplacé par un milieu nutritif rendu
semi-sollide par addition de carboxymethylcellulose (C.M.C.) ou d'agarose.
Aprés obtention de plages lisibles, les cellules sont fixées puis colo-
rées. Chaque fois, trois dilutions successives sont lues pour vérifier
la relation de linéarité. SI un titrage trés précis est nécessaire, on
utilise 10 boTtes par dilution, et on calcule la moyemne. Le dénombre-
ment se fait & l'oeil nu pour la méthode scus CMC et,au microscope

inversé (Leitz), pour celle sous agarose.

d) Clonage du BHVI.

Pour cloner une scuche de BHV1, la population virale de départ est
traitfe comme pour un titrage sous agarcse. On choisit ensuite la boite
de PEtri inocculée avec la dilution de la suspension virale qui offre le
plus petit nombre de plages. Les plages parfaitement isolées sont

~

repérées, délimitées 3 l'aide d'un crayon marqueur, puis prélevées au
travers de la gélose 3 1'aide d'une seringue. & chaque reprise, cing
plages sont prélevées et réensemencies séparément sur cellules MDBK. Les
5 populaticns virales ainsi cbtenues sont ensuite traitées de méme a3

deux reprises.
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2.3, Résultats.

a) Isolement et identification des souches sauvages de BHVI.

Le BHV1 produit en culture de cellules MDBK un effet cytopatho-
géne marqué et caractéristique. Toutes les souches utilis&es dans cette
étude possédent 1'aspect morphologique caractéristique des Herpetoviridae,
et sont neutralisées par 1'immunsérum de référence. L'origine clinique
des souches isolées at utilisées dans le cadre de cette thése sera

décrite ultérieurement.

b) Titrage et clonage du BHV1.

Les titres obtenus par les méthodes de titrage sous agarose ou

sous carboxyméthylcellulose ne différent pas significativement.

2.4. Conclusicns et discussion.

Les cellules MDBK conviennent parfaitement pour 1l'isclement, le
titrage et le clonage du BHV1 et toutes les souches sauvages de BHV1
utilisées dans cette &tude ont &té formellement identifiées.

La carboxyméthylcellulose a &té& abandonnée au profit de l'agarose qui,

n'autorisant qu'une faible diffusion des particules, permet ainsi

-le clonage.

39) Les marqueurs biologiques du BHVL.

3.1. Dimensions des plages de souches sauvages et réactivées.

3.1.1. Introduction.

Les caractéristiques des plages peuvent &tre assocides 3 des diffé-
rences dans la virulence {Carmichael et Medic, 1978) et &tre utilisées com—
me marqueurs blologiques permettant l'identification des souches (Kimura
et Ueba, 1978). Par la comparaiscn des plages, on a pu distinguer des

souches au sein des diverses espéces d'herpesvirus, notamment 1'herpes




simpiex (Rapp, 1963; Schnewels et al., 1972; Lowry et al., 1971;

Munk et Ludwig, 1972; Lancz, 1974; Cassai et al., 1975/75; Shinkai,
1975; Pavan et Ennis, 1977), 1'herpes quin type 1 (Borgen, 1970, 1972),
le virus de la maladie d'Aujeszky (Tckumaru, 1957; Skoda et Jamrichové,
1965; Skoda et Jakubik, 1974; Lomniczi, 1974), 1'herpes canin
(Carmichael et Medic, 1978) et celui de la maladie de Marek (Cho, 1976).
En ce qui cconcerne le BHVL, seule une souche isolée d'um cas d’encépha-
lite formait des plages plus petites que les souches isclées d'autres
cas cliniques (Bagust, 1972; Buening et Gratzek, 1967; Mc Kercher,

1964 a et b). Nous avons par conséquent cherché & vérifier si les
souches isolées d'encéphalite en Belgique présentaient le mdme caractdre.
La méme technique de comparaison de la moyenne des plages a ensuite

€té utilisée pour comparer des souches sauvages conventionnelles

avec des souches réexcrétées par des bovins aprés injection de dexa-
méthasone, dans le but de savoir si les relations que le BHV1 entre-
tlent avec l'organisme pendant la péricde de latence peut le modi-

fier de ce point de vue. Pour ce faire, six souches dont certaines

caractéristiques &talent conmues ont été utilisdes.

3,1.2, Matériel et méthodes.

a) Souches de BHV1 utillisées.

19) Souche internationale de réffrence Los Angeles (IBR/LA), d'origine
respiratoire, qui nous a aimablement &té fourmie par le

Prof. D.G. Mc Kercher de Davis, Californie, USA.

2°) Souches gue nous avons clondes d partir du matériel suivant
~- IBR/CuS provenant d'un cas de maladie respiratoire typique
{Pastoret et al., 1878 a et b);
- IBR[QQ/Z/W ét IBR/8BG/u4/W Provenant de deux cas d'encéphalite chez
.le veau et isclées par le Dr. G, Wellemans (Tnstitut National de

Recherches Vétérinaires, Belgique). i

3°) Souches réactivées suivantes
~Souche IBR/Dexa T1 JO6.,
Elle provient du mucus nasal du taurillon incculd avec la souche
IBR/CuS(voir plus loin) et scumis 3 la premidre série d'injections

répétées de dexaméthasone. L'isclement a &té pratiqué au sixiéme
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-Souche IBR/Dexa G3 J06,07,08, isolée les sixiéme, septiéme et
huitiéme jours aprés le début de la troisidme série d'injecticns de
dexaméthasone, du mucus nasal de la génisse inoculée avec la
souche IBR/CuS.

-Scuche IBR/All, isolée du mucus nasal d'une génisse naturellement
infectée et soumise 3 des injectlons vépétées de dexaméthasone
(Aguilar-Setién et al., 197%b).

Cette génisse avait réagi positivement 3 l'injection intradermique
d'antigénes du BHV1, mais &talit dépourvue d'anticerps neutra-

lisant celui-ci.

b} Obtention des plages et mesure de leur taille.

Les cellules utilisées, de la lignée MDBK, sont cultivées, Jusqu'd
confluence dans des boltes de Pétri de 3C mm de diamétre, & fond qua-
drillé (Lux scientific corporation), puis incculées comme pour un titrage
sous agarose et ensuite incubdes pendant 5 jours & 37° C, en atmosphére
contrdlée.Elles sont enfin fixdes au formol, colordes au May-Griinwald-Giem-
sa, puls surcclorées avec du Glemsa seul. Les dilutions des différentes
souches sontinoculées et fixées exactement en méme temps. Les cultures
contenant ordinairement de 20 & 50 plages sont photographiées. Les
épreuves sont tirées 24 l'agrandissement final de 25 %, et les plages sont
mesurées 3 l'aide d'un planimétre Q+tt/Kempten,le périmdétre &tant

préalablement rectifié.

¢) Tests statistliques.

- Test de normalité.
Pour chague souche, la normalité de la distribution de la surface de
100 ou 50 plages prises au hasard a &té vérifi&e par les tests
d'asymétrie (gl) et d'aplatissement (g2).

- Analyse de variance - test de Duncan (1955).
L'influence de la souche sur la taille des plages a été étudiée par

une analyse de variance d un critére de classification.
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Deux comparaisons ont &té réalisées

- la premidre entre les souches IBR/LA, IBR/CuS, IBR/92/2/W,
IBR/89/1/W;

- la seconde entre les souches IBR/LA, TBR/92/2/W, IBR/CuS,
IBR/Dexa/T1J06, IBR/Dexa G3J0B78, IBR/ALL.

R&sultats.

a) Premiére comparaison :

Le tableau 1 donne les résultats de la vBrification de la normalitd des

populations &chantillonnées.
Tableau 1.

vérification de la normalité des populations Schantillonnées

pour la premidre comparaison.

Souche n x s tgl th
IBR/LA 100 2,212 1,024 3,138 0,884
IBR/Cuj 100 2,417 1,081 2,875 0,625
IBR/92/2/W 100 1,12 0,779 6,u52 5,14

IBR/BI/4/W - 100 2,278 1,203 3,268 1,664
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0,884
0,625
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1,664

La figure 1 donne respectivement pour les scuches IBR/LAJ IBR/Cus,
IBR/92/2/W, IBR/BY/4/W, 1'histogramme de la répartition des tailles

des plages. On constate une forte asymétrie & drolte pour les quatre
souches et un phénoméne de pic pour la scuche 92/2/W. La vépartition
de la taille des plages ne suit donc pas wune distribution normale.

Par contre, la racine carrée des données est distribuée normalement

et cette transformation rédult fortement la %ariation dans chacune des
quatre souches étudides, ce qui vérifie 1'hypothése d'homoscédasticité.

Le tablean 2 donne les résultats de l'analyse de variance.
Tableau 2.

Résultats de l'analyse de varizhce sur les données transformées de la

premidre comparaison.

Source d1 somme des carrés variance test de F.
Entre les souches 3 15.6882 5,5627 43,07
Dans les souches 396 51,1449 0,1292

L'hypothdse nulle que ces quatre souches sont tirfes d'une méme popu-
lation est rejetée (P < 0.001}. L'application du test de Duncan (1855)
montre que la souche 92/2/W est la seule & présenter ume tallle meyenne
des plages significativement différente de celle des trois autres
souches (P < 0.001). Les moyennes des souches IBR/LA, IBR/Cu5, BY/4/W
ne présentent denc pas de différences significatives. La souche 92/2/W
présente des plages sipnificativement plus petites que celles des autres
souches étudiées.

La souche IBR/Cu5 isolée d'un cas de maladle respiratoire typlque en
Belgique, ne différe pas sur ce point de la souche internationale de

référence IBR/LA, elle-méme isolée d'un cas de maladie respiratoire.

Conclusions et discussion.

La technique que nous avens mise au point permet donc de distinguer
d'une fagon relativement simple certalnes souches et d'attribuer un
marqueur 'petites plages" (Ormercd et Jarrett, 1978) & l'une d'entre

elles.
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Figure 1.

Histogramme de la répartition de la taille des plages (données nen

transformées) lors de 1a premidre comparaisom.
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b} Seconde comparaison.

_ Vérification de la normalité des populations échantillomnées.

La souche 92/2/W s'écarte franchement d'une distribution normale

(tableau 2}, les souches IBR/CuS et All s'en é&cartent légérement

(figure 2).
i 242
Tableau 3.
# Vépification de la normalité des populations &chantillcmnées
¢ pour la seconde comparaison.
2 36 3P 30 38 pa2 3 _
: Souche n X s t t
/Cub : ‘ - - — _EE _Eg
IBR/LA 50 2,626 1,108 0,381 1,011
TBR/92/2/W 50 1,002 0,642 7,320 10,257
IBR/Cu5 ' 50 2,400 0,809 2,331 3,799
TBR/ DexaT1J0E 50 1,686 0,525 0,913 0,251
IBR/DexaG3J0678 50 2,332 0,750 0,080 0,142
IBR/ALL 50 0,682 0,286 3,406 2,229

Ta normalité des distributions est obtenue en prenant la racine

. .
carrée des domnnées.

- Variance.

L'analyse de variance montre que 1'hypothése d'absence d'effet de la

26 98 34 38 aap souche sur la tallle des plages doit &tre rejetée (P <«0.001,

39/4/W tableau Ll').

ionnées non
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Tableau 4.

Résultats de 1'analyse de variance sur les données transformées de
J

1la seconde comparaison.

Source dl somme des carrés Variance test de F
Entre les souches 5 26,1058 5,2212 7W,217
Dans les souches 294 20,683 0,0704

L'application du test du Duncan (1955) a partir des résultats de
1'analyse de variance mentre gue parmi les six souches étudies,
seules les meyennes des tailles des plages des souches 1,3.5, ne dif-
firent pas significativement entre elles (F& 0.05). Comme précédemment,
la scuche 92/2/%, isclée d'un cas d'encéphalite, s'écarte significati-
vement des deux autres en présentant une moyenne de surfaces nettement
plus réduite. L'analyse statistique de la taille des plages ne permet
pas de distinguer la souche IBR/Cu5 de la souche IBR/Dexza G3J0B78, par
contre, elle montre une différence sensible entre les scuches IBR/CuS
et IBR/Dexa T1J06. La souche Al 1 différe significativement de toutes
les autres scuches et présente méme une surface moyenne de plage

inférieure a celle de la souche 92/2/W.

Conclusions et discussion.

La technigue gque nous avons mise au point permet done de distin-
guer d'une facon relativement simple certaines souches sauvages et
d'attribuer un marqueur "petites plages" (Ormercd etJarrett, 19783
3 1'une d'entre elles {IBR/92/2/W).
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Etudiant, selon les mémes critéres,

quatre souches du BHV1

dont aucune, il est wvral, n'était isclde de cag d'encéphalite, Buening

et Gratzek (1967) n'ont pu déceler aucune différence;

Bagust (1972) est ainsi parvenu 3 distinguer la souche N569, isclée

Par contre,

du cerveau d'un veau mort de méningoencéphalite ( French, 1982) et pré-

sentant une neurovirulence extréme (Hall et al., 1966).

Nos résultats sont en accord avec ceux des auteurs précédents, puis-
que nos souches ne différent pas entre elles, 3 1'exception d'une isclée
d'un cas d'encéphalite. Il est remarquable de constater que celle-ci

posséde le méme caractére "petites plages™ que la souche N569 isclée

en Australie; 1'autre souche isolée d'encéphalite ne présente pas ce

caractére,

“Les résultats de 1a comparaison entre la souche IBR/Cub5 at deux
autres (IBR/Dexa T1JOB et IBR/Dexa G3J0873) isolées aprés traite-
ment 3 la dexaméthasone de deux bovins primitivement inoculés avee
cette méme souche IBR/Cub, sont plus diffieiles 3 interpréter, car

1'une des deux dernidres ne diffire pas significativement de la

sauche initiale, alons que l'autre donne des plages significativement

Plus petites.

81 1'on ne peut exclure formellement la possibilité d'une contamination
du taurillon par mme souche Etrangére, cette hypothése est fort peu
vraisemblable. La possibilité que la souche IBR/CuS ait pu &tre modifide
par son installation & 1'état latent chez l'animal doit donc Etre

. . . . . N
prise en considération, ce qui poserait, le cas échfant, le probléme
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de l'emploi de pareil "marqueur" pour l'étude de la latence du BHVL.

La souche Al 1 différe significativement de toutes les autres souches;

elle présente méme une moyenne de taille de plage inférieure & celle

de la souche 92/2/W, alors que le caractdre "petites plages" semblait

&tre typique des souches isolées de cas d'encéphalites (Bagust, 1972;

Jetteur et al., 1979). Le fait que cette souche a &té isolée aprés

injection de dexaméthasone, pourrait également expliquer la réduction

de la taille moyenne des plages. |
Nous avens d'autre part observé {observations non publifes) que les i
souches vacecinales de BHY1l obtenues dans les meémes eonditions forment
davantage et de plus grands synoytia ques les souches utilisées pour
vacciner les mémes animaux. Ce caractére disparalt aprés quelgues
passages.

D'ailleurs, Saxegaard (1966) a montré que les souches de virus IPV
provenant de porteurs subcliniques sont plus difficiles & isoler et
Ashe et Scherp (1965) cbservent une légére variabilité antigdnique

parmi les souches isolées dlaccds récurrents successifs d'herpes

labial chez 1'homme, tandis que Lonsdale et al. (1978) trouvent de ‘
1égdres modifications dans les profils d'analyse de 1'ADN clivé par des w
enzymes dé restriction et provenant de différents isclements d'une

méme région anatomique d'un méme individu.

3.2, Comparaison des souches sauvages d'aprds leur sensibilité au phospho-

Le phosphcnoacétate disodigue et le phosphonoformate trisodique
sont des molécules de découverte récente, de faible cytotoxicitd, qui
doivent leur activité anti-herpétique d 1'inhibiticn spécifique de
1'ADN-polymérase viro-induite (Stenberg et Larsson, 1978) (cfr introduc~
tion générale). Cette inhibition s'exerce vraisemblablement par un
mécanisme d'interférence aveec un site de liaison pyrophosphate de la
polymérase {Oberg et Helgstrand, 1378).

Tous les herpesvirus testés jusqu'd présent, dont le BHV1, sont sensibles




4 ces composés, mais l'apparition de scuches résistantes a été décrite
chez certains dlentre eux.  Cette résistance est héréditaire et on
peut la faire appéraitra par passages répétés d’'une souche sensible en
présence de phosphoncformate, méme aprds clonage (Svemmerholm et al.,
1879).

Cherchant 3 haveir si les scuches du BHV1 isclées, soit de maladie
respiratoire {IBR}, scit de vulvovaginite (IPV) ou d'encéphalite, se
distinguent par leur sensibilité au phosphonoformate, nous aveons
&tudié 1l'effet de ce composé sur la taille des plages produites sous

agarose,

3.2.2. Matériel et méthodes.

a) Souches wvirales utilisées.

- La souche intermationale de référence IBR/LA {non clonée).

- La souche IBR/Cub.

- La souche 92/2/W.

~ La souche IPV/Ak, aimablement fournie par le Dr Akkermans J.P.W.HM.,
du Centraal Dierpeneeskundig Instituut de Rotterdam (Pays-Bas).
Cette souche a &té& isolée d'un cas de balancposthite survenu dans
un centre d'insémination artificielle, avant qu'aucune maladie res-
piratoire due au virus IBR ait été diagnostiquée dans ce pays.

- La souche IPV/W/3760, aimablement fournie par le Dr Wellemans de
1'I.N.R.V. et isclée en Belgique, en 1958, d'un cas typique de mala-
die génitale, alors que les formes respiratoires de la maladie
n'étaient pas encore signalées dans le pays. Elle a subi quelques
100 passages sur cellules foetales bovines.

- La souche IPV/W/2144, aimablement fournie par le Dr Wellemans, aprés
son deuxiéme passage. Cette souche a &té isclée 4'un cas de maladie
génltale survenue au centre d'insfmination de Hasselt en 1966.

Ces ecing derniéres souches ont toutes été clonées.

b) Cellules utilisées.

Les cellules de la lignée GBK {Georgia Bovine Kidney) nous ont
aimablement &té fournies par le Prof. Babiuk de 1'Université de

Saskatchewan, Saskatoon, Canada.
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Elles sont entretenues dans du milieu MEM (Minimum Essential Medium),
Earle's BSS, bicarbonate $éduit (0.85 pg/ml), additionné d'acides
aminés non-essentiels (N.E.A.A.), de pénicilline (100 U.I./ml) de
streptomycine (10 pg/ml), de natamycine (3 wg/ml) et de 10 % de

gérum foetal de veau (FEurckie}.

c) Production et mesure des plages.

Les cellules GBK, cultivdes jusqu'd confluence en boites de Pétri
(30 mm de diamétre), sonl rincées 3 1'aide de PBS(Phosphate Buffered
Saline)et inoculées au moyen de 0,2 ml de diluticns virales de raison
10,en suspension dans du MEM. Aprds une heure de centact & 37° C,
elles sont recouvertes de milieu MEM contenant 1 % d'agarose (Indubiose)
et 2 % de sérum foetal de veau. Ce milieu est additiocnné de phosphono-
formate aux concentrations suivantes : 0,100 et 500 uM/ml.
Aprés’ 5 jours d'incubation & 37° C, sous une atmosphére contenant

5% de CO les cellules sont fixfes 3 1'aide de formol et colorées au

2’
May-Grilnwald-Giemsa (Jetteur et al., 1879). Les boltes de Pétrri
présentant en moyenne de 20 3 50 plages sont analysées selon la méthode
précédemment décrite, en calculant la taille moyenne des plages

d‘aprés la dimension de 50 plages.

d) Tests statistiques utiliszés.

1) Test de normalité.

La normalité de la distribution de la surface des plages a &té

vérifiée par les tests d'asymétrie et d'aplatissement.

L'influence de 1'addition de deses croissantes de phosphénoformate
au milieu a &t &tudide par une analyse de variance 3 un critére.
Pour déterminer les concentraticns de phosphonoformate qui produisent
une réduction significative de la surface des plages, le test'de t
a été utilisé en comparant (deux a deux} les moyennes de surface de

plage pour chagque dose de phosphonoformate .

3) Test d'interaction.

Une interaction &ventuelle entre la souche et le phosphonofcrmate

sur la taille des plages a &té recherchfe par un test de F.




3.2,3. Résultats.

La moyenne et la déviation standard de la taille des plages
produites par les différentes souches é&tudiées sont données par le
tableau 5.

Tableau 5.

Moyepne et déviation standard de la surface des plages produites

par le BHV! i différentes concentrations de phosphonoformate .

Souche Paramdtres uM Phosphonoformate /ml
0 100 500
"IBR/LA X 6.501 1.481 1.202
s 0.501 0.114 0.107
IBR/Cu5 x 4.615 0.835
s 0.352 0.057
IBR/92/2/W X 3.547 1.004
8 G.223 0.101
IPV/ Rk X 5.827 2.537
s 0.600 0.230
IPV/W/ 2144 x 7.156 3.396
' s 0.406 0.249
IPV/W/3760 X 2.319 1.161
S 0.235 0.110

a) Normalitéd,

Les populations de plages produites par les souches du BHV1 ne
sont pas toutes distribudes normalement en présence de 100 pM/ml de
phosphenoformate, toutefois la racine carrée des donndes suit une dis-
tribution normale, ce qui autorise l'analyse de variance. A 1a concen-—
tration de 500 pM/ml de phosphonoformate, la réduction du titre infec-
tieux est telle qu'il ne subsiste plus un nombre de plages suffisant
pour permettre l'analyse statistlque des données, exceptd pour la

souche IBR/LA.
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L) Variance.

L'addition de phosphoncformate au milieu influence la taille
moyenne des plages de chacune des & souches &tudiges (p < 0,001).
Le test de t démontre pour chague scuche wne importante réduction
de la surface des plages en présence de 100 uM/ml de phosphonoformate
{p < 0,001). Dans le cas de IBR/LA, seule souche permettant encore
1'analyse 3 une concentration de 500 uM/ml en phosphonoformate, cn

n'observe plus de réduction significative.




c) Béducticn de la taille des plages induite par le phosphoncformate.

Des différences significativés sont cobservées dans le comportement .
des différentes souches en présence de phosphonoformate (p < 0.001),
Les résultats semblent indiquer que les six souches &tudiées différent
toutes entre elles par leur sensibilité au phosphonoformate. Cependant,
si 1'on compare la réduction de la taille moyenne des plages en pré-
sence de 100 pM/ml de phosphonoformate (figure 3), on observe que
pour les trois souches IPV (Ak; W/3760; W/2114), la réduction est de
l'ordre de 30 %, alors que ﬁour les deux souches d'origine respiratoire
(IBR/LA; IBR/Cu5), elle est de 1'ordre de 80 %. La souche encéphali-

tique 92/2/W se situe entre ces deux groupes avec une réduction de
71.7 %.

3.2.4, Conclusions et discussiom.

Toutes les souches du BHV1 &tudiées sont sensibles au phosphane-
formate. Ceci confirme les résultats obtenus par Helgstrand et al.
(1878), zinsi que ceux que mous avons antérieurement rapportés pour
la souche IBR/LA (Schwers et al., 188C). 1lLa taille moyenne

des plages diminue déj3 en présence de 100 pM/ml de phosphono~
noformate,

Il existe cependant des différences significatives de sensibilité
entre les différentes souches é&tudides. Fn effet, la réduction de 1z
taille moyenne des plages est nettement plus importante pour les
deux souches respiratoires Cu5 et LA et 3 uwn moindre degré pour la souche
encéphalitique 92/2/W, que pour les trois souche IDV (Ak; W/3760; W/2144).
On est dés lors en droit de conclure que les trois souches IPV sont meins
sensibles au phosphonoformate’ que les souches CuS et 92/2/W. La souche
LA se comporte de fagon quelgue peu contradictoire, pulsqu'elle est
sensible 3 de faibles doses de phosphonoformate (réduction importante
de la taille des plages dés 100 ud/ml), mais n'est gudre influencde
par une.augmentation de la concentration en phosphoncformate , puisque
1'addition de 500 uM/ml ne modifie plus guére la taille moyenne des
plages.

Les résultats obtenus permettent de‘distinguer le groupe des souches IPV
par rapport aux autres souches; les souches IPV semblent en effet se
comporter de maniédre remarquablement similaire en présence de phospho-

noformate.
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Le fait qu'il y ait d'importantes différences dans le comportement
des souches &tudiées vient 3 1'appui d'une action directe du phospheno-
formate sur 1a multiplication du virus et non par 1tintermédiaire d'une
action sur les cellules gqui rendrait celles-ci incapables de le multi-
plier. Rencet collaborateurs (1978} ont d'ailleurs décrit des dif-
férences dans le comportement de différentes souches du virus herpé-
tique du dindon (Turkey herpesvirus 1) vis-i-vis du méme composé,

certaines d'entre elles &tant parfaltement résistantes.

4%) Quelques propriétés biochimiques du BHVI.

4L.1. Concentration et purification du BHVI.

Dans le but de poursulvre des &tudes biochimiques sur le BHV1,
nous avons cholsi de nous adresser au virus extracellulaire, essentiel-
lement pour faciliter la purification des particules et parce gque,
comme celle de l'hefpes simplex (Watson et al., 1964), la multiplication
du BHV1 est fort productive. La nécessité de 1l'obtenir & trée haut
titre, nous a amené d &tudier le cycle de production du BAV1 extracel-
lulaire par les cellules MDEK, Pareille &tude avait déja été pour-
suivie sur des cellules MDBK par Stevens et Groman (1983) et par
d'autres en utilisant des substrats cellulaires différents (Jasty et
Chang, 1969; Hahnefeld et al., 1965). Aucun ne s'est cependant spucié
de connaitre la proportion des particules physiques et des particules
infectieuses émises, alors qu'il s'agit d'un renselgnement important.
On sait en effet que 1'entrafnement du BHV1 (Burtonboy, 1978} peut
modifier le rapport existant entre ces deux types de particules.

D'autre part la technique de purification du BHV1 extracellulaire
utilisée comporte une Etape de centrifugation 3 1'équilibre en
chlopure de cfsium (CsCl) qui permet de déterminer la demsité des

particules virales (Fritsch, 1975; Ifft et al., 1961).




4.1.2. Matériel et méthodes.

a) Production du BHVL,

Les cellules MDBK cultivées en bouteilles de Roux en matidre
plastique, de 75 cm2 de surface, sont rincées i 1'aide de PBS
(Phosphate Buffered Saline} et inoculdes avec du BHV1 4 raison de
5 P.F.U. par cellule. Aprés une incubation de 1 heure 4 37° C, les
cellules sont rincdes de méme et recouvertes de milieu MEM dépourvu
de sérum foetal. Elles sont ensuite incubdes & 37° ¢ pendant
48 heures, jusqu'd 1'spparttion d'un eFffet cytopathogéne complet.

Le surnageant de la culture est alors pécolté et clarifié par une
centrifugation de 10 minutes, & 3000 rpm, dans une centrifugeuse
Sorvall BLC-1(&tape 2); le surnageant ainsi obtenu constitue la suspen-—
sion virale de départ. Pour &tudier 1'dvolution de la production, les
échantillons prélevés ont &té centrifugés 3 2000 rpm, pendant 15 minu-

tes {centrifugeuse Sorvall GLC-1}, avant d'dtre titrés.

b) Titrapes et mesures.

Le titre infectieux est déterminé par dénombrement des plages
formées scus agarose & 1 %.
Les particules physiques sont dénombrées au microscope &lectrenique,
aprés coloration négative, selon la méthode de Smith (1%67), sur
. photographie, & un agrandissement de 15.000 x (Burtonboy, 1978).
La quantité de protdines totales est estimée par la méthode de

Lowry (1951).

¢) Marguage radicisotopigue du BHVL et mesure de 1la radicactivité.

Cing heures aprés la fin de la péricde de contact, le milieu
usuel (MEM dépourvu de sérumljbetalJ est remplacé par du milieu MEM
contenant 5 microcuries/ml d'un mélange d'acides aminés tritids ou
d'hydrochlorure de glucosamine tritide (Radio Chemical Centre Amersham},
selon qu'il s'agit de marquer 1'ensemble des prctéines cu les
glycoprotéines.

Pour mesurer la radicactivité, a 1 ml d'échantillon marqué, on
ajoute 1 ml d'une solution d'albumine boving (Bovine serum albumin;

200 pg/litre) et 2 ml d'une solution {10 %) d'acide trichloracétique.
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Le précipité contenant les protéines est recueilli sur une membrane
Millipore HA (0,45 yu, 25 mm de diamdtre) et rincé trois fois avec une
solution (5 %) d'acide trichloracétique. Le filtre est alors déposé
dans un récipient pour scintillation ligquide et y est maintenu
pendant ume nuit 4 37° C. On y ajoute ensuite 10 ml de liguide de
scintillation (Permablend IIT, 5,5 g/l Toluene, Packard); aprés
stabilisation, la radicactivité de 1'échantillon est mesurée

(compteur ) pendant 10 minutes (Kobayashi et Maudsley, 1989).

d) Procédé de purification et de récolte du virus purifié.

La méthode de purification combine des centrifugations diffé-
rentielles en milieu homogéne, avec une centrifugation isopycnique &
1'équilibre dans une sclution de chlorure de céslum.

La suspension virale de départ est tout d'abord centrifugée & 8000 g,
pendant 30 minutes (étape 3), dans un rotor & angle fixe (30 ml/tube;
centrifugeuse Omikron de la firme Martin Christ). Le surnageant est
alors recentrifugé pendant 60 minutes & 120.00C g. Le culot cbtenu
est vemis en suspension dans 100 ml de PBS (Ztape 4) et centrifugé
pendant 80 minutes 3 120.000 g. Le nouveau culot est repris dans 100 ml
d'eau distillée (étape 5) et centrifugé, toujours dans le méme rotor,
pendant 60 minutes a4 140.000 g. Le dernier culot ainsi obtenu est
remis en suspension dans 3 ml d'eau distillée ou dans 3 ml d'un

tampon Tris HCL (10”2M,p1-[ 7.4) (&tape 6).

La centrifugation isopyenique 3 1'équilibre en chlorure de césium est
réalisée comme suit.

Une guantité adéquate de CsCl est dissoute dans de l'eau distillée
selon la technique de FPritsch (1975). Chaque ml de la suspension
virale obtenue aprés la derniére centrifugation en milieu homogéne

est ensuite mélangé 3 la solution de chlorure de césium, le mélange
final atteignant une densité de 1,26 g/cm3 scus un volume total de 5 ml.
Des tubes de 5 ml, en nitrate de cellulose (Beckman), remplis de ces
suspensions sont. centrifugés d;ns'un rotor & angle variable

(8W 50.1, Beckman), & 100.000 g pendant 30 heures i 4°C.

Aprés centrifugation, 10 aliquots sont séparés sous pression (pompe
péristaltique LKB), pour chague tuBe, au moyen d'un appareil universel

de fractionnement Beckman. La densité des fractions est mesurée 3

1l'aide d'un réfractométre d'Abbe.
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e) Détermination de la densité du BHVL en chlorure de césium.

La technique de centrifugation analytique en chlorure de césium
a 8té appliguée 3 la souche IBR/LA (Strobbe et als, 1977).

f) Mesure de 1'inactivation du BHV1 en chlorure de césium.

Afin d'apprécier l'action du C=C1 sur le pouvoir infectieux du
BHV1, 3 la concentration utiligde pour sa ﬁurification, du virus &
€té préparé et maintenu 3 4° C, respectivement en suspension dans de
l'eau distillée et dans de 1'eau distillée additicnnée de CsCl de
fagon 2 obtenir une densité de 1,26 g/cma. Des &chantillons de cha~

cune des suspensions ont ensuite &té prélevés 3 intervalles déterminés

et traités pour le dénombrement des particules formant plage.

g) Estimation de la pureté des &chantillens.

La pureté des &chantillens destinéds 3 une analyse biochimique est

éteblie par microscopie électronique.

Résultats.

a) Libération gy BHV1 par les cellules MDBK infectées.

La figure 3 montre la production de BHVL extracellulaire par les
cellules MDBX, aux heures 12, 24, 36 et 48 aprés inoculation de
5 P.F.U./cellule. Connaissant le nombre de cellules par bouteille de
Roux, on peut ainsi calculer que chaque cellule MDBK produit

en moyedne 10 P,F.,U.
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Fig. 3 : Production de virus IBR/LA extracellulaire par les cellules

MDBK.

——————— : particules physiques.

: particules infectieuses exprimées en PFU.

et 3000 particules physigues, c'est-3-dire une particule infectieuse
pour GOOVPaPticules physiques, en fin de production. Ces particules
sont en majorité des particules enveloppées, comme le montre la

microscopie &lectronigue.




Le rappert particules jnfectieuses/particules physiques se

modifie en cours de production : on compte en effet, pour une par—
ticule infectieuse, 4 particules physiques & 12 h, 50 3 24 et 36
heures et 74 3 48 heures (Tableau 6).

Les particules physiques ne scnt décelables qu'd partir de la

128me heure et ce en quantitd déjd appréciable.

Tableau 6.

Production de BHVL extracellulaire par les cellules MDBK.

Heure Particules Particules FP/PTU PFU/PP
Infectieuses (PFU) physiques (PP} ——e— —— .
0 1c* /
6 7
12 2,5 10 10 mn 25 4%
24 2 107 10° 50 2%
36 5.5 107 2.8 107 50 2%
48 4.5 107 3.3 107 7 1.3 %

b) Résultats de la purification.

Au terme des &tapes de centrifugation différentielle, le virus
@st econcentré 17 fois. On retrouve 15,5 % du nombre initial des
particulas infectieuses et 12,5 % des partiocules physiques, alors que
la quantité de protéine est réduite 3 moins de 1 % de ce qu'elle Etait

au départ (Tableau 7).
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Tableau 7.

ActivitZ des préparations virales 3 chague &tape des centrifugations

différentielles.
Etape PFU/ml PP/ml Quantité de ‘Rapport
_ protéines ug/ml  PFU/FP
4
1 2,25 10 / 515 /
2 1.5 100 4.y 10° 375 17300
3 1.5 107 / 340 /
7
n 2 10 / 17 /
5 5.5 10° 2.4 10% 4 1/500
b 2.5 lO8 5.5 1010 375 1/200

Etape 1 : phase liquide avant toute centrifugation.
Etape 2 : suspension virale de stock.

Etape 3 : surnageant aprés B000 g pendant 30 minutes.

Etape y : culot pemis en suspension dans 100 ml de PBS.
Etape 5 : culot premis en suspension dans 100 ml d'eau distillée.

Etape 6 : culot remis en suspension dans 2 ml d'eau distillée.

Les résultats obtenus aprés une centrifugation isopycnique en chlorure
de césium sont donnés par le tableau B, pour des virus marqués 3
1'aide d'acides aminés tritiés.

On ne trouve plus aucune particule infectieuse de BHV1. Le virus est
rassembld en une bande floue recueillie avec les 78me et Béme fractions.
L'examen en microscopie éleﬁtronique atteste de la pureté des prépa-

rations de BHVL enveloppé contenues dans la fraction 7; les particules

physiques observées aprés centrifugation isopycnique sont presque

toutes pénétrées par le preduit de contraste.




Tableau 8.

Caractéristiques des fractions recueillies aprés centrifugation

isopycnigue d'un &chantillon de BHVI en CsCl.

Numéro de la PP/ml  Quantité de Radiocactivité Densité
fraction brotéines pg/ml dpm/ml g/em
1 108 / 56 200 1,38
2 108 56 40 800 1,34
3 1,8 107 ) 35 700 1,315
g 3,5 107 385 34 400 1,29
5 1,18 107 60 68 200 1,28
5 5,73 107 117 121 400 1,27
7 8,47 10° 30 84 900 1,26
B 6,5 10° 205 252 900 1,25
9 3 10° 175 127 000 1,23
10 1,23 10° 175 110 500 1,22

5 ml sont recueillis en 10 aliquots de 0,5 ml.

La fraction 1 est située au fond du tube.

L'échantillon 3 purifier contenait

1.4 1010 particuiles physiques; 595 ug de protéines; 915 900 dpm de

radicactivité.

¢) Denslté des particules de BHVI en CsCl.

L'analyse par centrifugation analytigue en chlorure de c&sium
assigne au virus une densitd de 1,250 g/cms, avec des valeurs extrémes
de 1,232 et de 1,259, et permet en outre de constater que la popula-

tion de virus purifié est trés homogne.

d) Inactivation du BHV1 en CsCl.

La figure y rassemble les résultats de 1'essai comparatif.
L'inactivation du BHV1 3 la concentration de CsCl utilisée pour sa

centrifugation isopycnique, est trés rapide.
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en CsCl 3 u° C.

———————— : en eau distillée & 4° C.

4.1.4. Conclusions et discussion.

Notre méthode de production et de purification du BHV1 extracel-
lulaire et enveloppé, permet de 1l'obtenir hautement purifié et homo-
géne, en quantité suffisante pour 1'étude des polypeptides de
structure.

En effet, en évitant l'extraction cytoplasmique, on opére sur un
matériel plus homogéne (Roizman et Furleng, 1974), que l'on peut puri-
fier par une méthode simple, tout en atteignant un rendement suffisant
et une pureté supérieure.

En cours de production, 1'éveolution du rapport entre particules
physiques et infectieuses, qui se fait au détriment de ces derniéres,

doit sanz doute Stre attribuée 3 1'inactivation des premiéres parti-

cules infectieuses lib&rdes. Dans cette hypothése, la libération des
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particules infectisuses en fin de production ne suffit plus a compenser

la perte qui résulte de 1'inactivation.

Comme les autres auteurs n'avaient observé que la productieon des
particules infectieuses, ils en avaient conclu que 1la production
atteint son acmé dés la 26dme heure; en réalité, elle continue au~deld,
ainsi qu'en témoigne 1'augmentation du nombre de particules physiques,
entre la 36é&me et la 4828me heure, mais il semble bien que la produc-
tion de particules physiques soit 3 sen apogée 3 ce moment. Comme les
autres auteurs, nous obtencns le pouvoir infectieux maximal entre

38 et 48 heures.

Le fait que les particules physiques ne sont pas cbservées avant la
128me heure qui suit l'inoculation, est sans conteste imputable au seuil
de sensibilité de la microscopie électronique gui est de 1'ordre de

106 particules physiques/ml (Pastoret et al., 1975; Burtonboy ,

1979).

La perte duw pouvoir infectieux en fin de centrifugation isopyenique
el le fait que les particules Physigues observées 3 ce stade sont
presque toutes pénétrées par le produit de contraste signifie que
notre procédé de purificaticn endemmage 1'enveloppe et la nuciéocap-
side, comme Roizman et Furlong (1974) 1'ont suggéré pour les herpesvirus,
et comme le mentre la rapide décroissance du pouveir infectieux

du BHV1 dans une solution de chlorure de eésium.

Lz densité observée an CsCl est trés proche de celle gue rapporte
Bagust (1972}, alors que la durée de centrifugation que nous avons
choisie est beaucowp plus longue que celle retenue par ce dernier
auteur (Roizman, 1963).

La centrifugation analytique en CsCl permet en cutre d'observer
1'homogénéité de la Population de BHV1 obtenue aprés centrifugaticn
isopycnique & 1'équilibre.

La puret& du virus obtenu est vépifide par l'augmentation du rapport

particules physiques/protéines et par l'examen en microscopie

&lectronique.
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4,2. Les polypeptides de structure du BHV1 et leur utilisation dans

Comme les techniques utilisées jusqu'a présent ne permettent pas
de séparer 1'ensemble des souches du BHV1, il paraissait plus indiqué
de chercher des marqueurs au niveau de la structure biochimique du
virus. Le virus étant constitué d'un assemblage de protéines et
dtacide nucléique les efforts peuvent se porter sur l'un ou l'autre
de ces deux constituants.

Nous nous sommes attach&s dans un premier temps & 1l'étude de la
structure polypeptidique du BHV1. Le choix s'est porté sur lz sou-

che IBR/Los Angeles, parce qu'elle peprésente la souche internatiocnale
de référence et qu'elle a &té Isolée d'un cas de maladie respiratoire
du bétail. '
Ensuite, la structure polypeptidigue de plusieurs souches a &té& com—
parée; des souches sauvages isolées des deux entités cliniques majeures
(IBR et IPV), ainsi qu'une souche réexcrétée. A cette fin, les
techniques initialement utilisées pour &tudier la structure du BHV1/Laos
Angeles ont été abandonnées au profit d'autres qul se prétent mieux

d une &tude comparative.

4,.2.2. Matériel et méthedes.

a) Souches de BHV1 utilisfes.

1°} Scuche IBR/Los Angeles.

2°) Souche IBR/CuS.

3°%) Secuche IBR/Cu7, isolée par nos soins, en 1977, d'un cas de maladie
respiratoire typique asscciée 3 des mortalités néonatales; clonée
S0Us agarose.

49} Souche IPV/Aik.

59) Souche IPV/Wellemans/3760.

6%} Souche IPV/Wellemans/2144,

7°) Souche IBR/Cu5/T1J08, isolée aprés une premiére injection-de
dexaméthasone chez un bovin inceulé expérimentalement avec la

souche IBR/Cu5 et clonée sous agarcse.
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Les diverses scuches ont &té produites, marguées- et purifiées ,comme
précédemment déerit. Le virus &tait utilisé soit tel que, séit

aprés marquage avec des acides amin&s tritiés ou de la glucosamine
tpitiée ; pour la déterminaticn du poids meléculaire des polypeptides,
les résultats obtenus & 1'ajde de plusieurs lots de virus IBR/LA

. 4
purifié ont’été comparés entre eux.

b) Electrophordse en tubes et dénaturation des particules.

Pour la détermination des poids moléculaires, 1'électrophorése
en tubes a &t& utilisée, telle que décrite par Spear et Roizman (1972),
Laemmli (1970), Dimmock et Watscon (1969).
L'appareil utilisé (Pleuger) permet de faire migrer conjointement,
8 é&chantillons différents dans des tubes séparés, remplis d'un gel
de résclution {main gel) de 100 mm de long, surmonté d'un gel d'empi-
lement (Stacker gel) de 25 mm.
Le proc&dé d'électrophordse combine la méthode discontinue proposée
par Davis (1964) avec la dénaturation des protéines par le SDS
(ici Sodium Lauryl Sulfate au lieu de Sodium Dodecyl Sulfate).
Brigévement, la solution d partir de laquelle le gel de définition est
pelymérisé, contient : 0.375 M Tris-hydrochloride (pH 8.8); 0,1 % de
sodium iauryl gsulfate; 0,03 %r(v/v) de N,N,N',N'-Tetramethyl-&thyléne-
diamine; 0,05 % (p/v) de persulfate d'ammonium.

%!

Les concentrations d'acrylamide utilisées sont ds & %, 8.5
10 %, 12 %, en melntenant un rapport de 1/4C entre le bis-acrylamide
et 1l'acrylamide.

Trés scuvent, le N,N,N' N'-Tetramethyl-éthylénediamine est remplacé
par 0.1 (v/v) de 3-Diméthylaminoproplonitril; d'autre part, la concen-
tration en persulfate d'ammonium est parfois augmentée.

Le gel d'empilement est constitué de : 0.125 M Tris-hydrochloride,
pi 7.0; 0.1 % de sodium lauryl sulfate; 0.03 % (v/v) de W,N,N' ,N'-Tétra-
méthyl-éthylénediamine cu 0.1 % (v/v) de 3-Diméthylaminepropionitril;
0,1 % (p/v) de persulfate d'ammonium; 3 % d'acrylamide; 0.08 % de
bis-acrylamide.

Les tubes en verre utilisés ont une longueur totale de 150 mm,
un diamétre intérieur de 6 mm et extérieur de B mm; ils sont siliconés
intérieurement, L'extrémité inférieure du gel de définition et 1'extré-
mité supérieure du gel d'empilement baignent dans un tampon d'électrode

3 pH 8.5 contenant 0.025 M Tris; 0.192 M giycine et 0.1 % de sodium
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Avant 1'électrophordse, les suspensions de virus 3 analyser
sont dialysées contre de l'eau distillée, 4 4° C, pendant une nuit,
£'il en est besoin pour &liminer le CsCl. Elles sont ensuité déna-
turtes, en 1l'absence d'inhibiteur de prot€ase comme le PMSD (Phenyl
Methyl Sulfonyl Fluoride), & 1'aide d'urée 8M, de sodium lauryl sulfate
3 10 % et de mercaptoéthancl peur se mettre en conditions réductrices
(Hardwick et Bussell, 1978); ensuite, elles sont chauffées pendant
15 minutes A 60° C, ou bouillies pendant 2 minutes d 100° C. Aprés
dénaturation, on y ajoute systématiquement une solution de bleu de
bromophénol (0.C5 %) dans du saccharose {50 %).
Le dépSt des échantillons sur le gel d'empilement se fait, au travers
du tampon a‘électrophopése, 3 1'aide d'une pipette Fasteur.
L'électrophordse se déroule sous un ampérage constant de 3 mA/ tube
pendant le passage au travers du gel d'empilement, et de 5mA/tube, lors

du passage au travers du gel de définition; elle est interrompue

- lorsque le bleu de bromophénol parvient 3 enviren 1 om du bord infé-

rieur du gel. Le gel est ensuite extrait extemporanément de chaque
tube, grice d une pression d'air exercée au-dessus du gel, d l'aide d'une
seringue; aussit8t aprds, la longueur totale du gel de définition est
mesurée et, par vapport zu départ de ce dernier, le déplacemenf du front
de la bande de bleu de bromophénol.

Le gel d‘empilément est séparé avec précaution du gel de définiticn et
ce dernier est immédiatement plongé dans le fixateur. Le gel est
ensuite coloré dans une solution de bleu de Coomassie (Fazekas.de

St. Groth et al., 1963), pendant 2 heures 3 37° C, aprés quoi il

est progressivement décoloré par trempages successifs dans des solutions
décolerantes jusqu'd ce gqu'il soit & nouveau translucide. Les gels
décolorés sont alers maintenus dans un bain de fixation jusqu'au

moment de la lecture.

¢) Electrophorése en Slzb-gels (gels plats).

Pour 1l'électrophorése en gel plat, une cuve d'électrophorése
Biorad a &té utilisée (Dual vertical Slab gel electrcphoresis cell,
modéle 221); elle permet'd'obtenir des gels de 140 sur 280 mm. Avant
polymérisation du gel, les plaques de verre sont siliconées, puis
placées avec un écartement de 1,5 mm et surmontées d'un peigne a

10 trous, accordant ainsi un volume de 150 pl pour chague gchantillon.




Le gel de définition a une hauteur d'environ 250 mm et est surmontd dTun

gel d'empilement. L'élegtrophordse se déroule comme précédemment décrit,

gous 30 mA pour un’'gel; en outre, le gal est refroidi 3 10° ¢ pendant

toute la durée de la migration. Lorsque le bleu de bromaphénol arrive
-3 30 om du bord inférieur du gel, 1'électrophordse est interrompue et

le gel est détaché des deux lames de verre et rapidement placé dans

un bain de fixation. La coloration et la décoloration des gels,

s'opére comme lors de 1'électrophorése en tube. Aprés fixation et

coloration les gels sont séchés, sous vide, dans un appareil de la

firme Biorad (Gel slak dryer, moddle 224).

Les gels de définition utilisés pour la comparaison des souches contien-

nent 10 % d'acrylamide +'diallyltartardiamide, ou un gradient de

concentration allant de 7 3 20 %.

d) Formaticn des pels en gradient de concentration.

Pour ce type de gels, l'agent de liaison utilisé €tait du
diallyltartardiamide (Anker, 1970; Stevely, 1375; Heine
et al., 1974).

Le gel obtenu aprés polymérisation, présente un gradient de concen-
tration en acrylamide, allant de 7 % 4 20 ¥ et contient : 0.375 M
Tris-hydrochloride, pH 8.8; 0.1 % SLS ;0.04% % {v/v) N,N,N' N'-Tetramé-
thyléthyléne-dlamine; 0.04 % (p/v) de persulfate d'ammonium pour une
solutiﬁn de 7 % d'acrylamide {ou 0.02 % de persulfate d'ammonium pour
une solution de 20 % d'acrylamide). On maintient un rappert de 1/27
entre le diallyltartardiamide et l'acrylamide. On ajoute ! % de glycérol
d la solurion de 7 % d'acrylamide et 5 % A la solution de 20 %.

Le gel d'empilement est constitué de : 0.125 M Tris-hydrochloride,

PH 7.0; 0.1 % de SLS; 0.2 % (p/v) N N,N',N'-Tetraméthyléthyléne-diamine ;
0.2 % (p/v) dé persulfate d'ammenium; 3‘% d'acrylamide; 0,08 % de
bis-acrylamide.

Le tampon d'&lectrode 2 pH 8.5, contient ; 0.025 M Tris; 0.192 M glycine;
0.1 % SLS.

e) Detexrmination des poids moléculaires des polypeptides.

Au d&but, deux marqueurs moléculaires principaux, provenant du

lahoratoire de Biclogie moléculaire de 1'Université Libre de Bruxelles,
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3 Rhodes-5t-Gendse, ont &té utilisés , il s'agissalt de catalase

(P.M. : B0 000 daltons) et de myosine de porc (P.M. : 220 000 daltens)
et par la sulte, les marqueurs moléculaires de la firme Beehringer
(Combithek), complétés par de la myosine de porc.

Les marqueurs fournis par le Combithek sont

1'iphibiteur de trypsine du soja (TI, trypsin inhibitor, P.HM.

21 500 daltons); 1'albumine sérique bovine (BSA, P.M. : 68 000 daltons);
1'&RN-polymérase extraite d'Eecherichia coli, sous-unité o

(P.M. : 39 00C daltons), sous-umité 8 (P.M. : 155 000 daltoms),
sous-unité B' (F.M. : 165 000 daltons).

Les marqueurs sont utilisés & raison de 5 ou 10 ul de chacun, par
échantillon. Les marqueurs de poids moléculaire de la firme BDH
(Molecular weight for SDS polyacrylamide gel electrophoresis) se sont

révélés moins satisfaisants 4 1'usage.

2°) Méthode de détermination.

Les poids moléculairves des différents polypeptides ont été déter—
minés par la méthode mise au point par Shapiro et al. (1967}, Weber et’
Osbern (1969) et Dunker et Rueckert (1969); la migration relative de
chacun d'eux est calculée par rapport & celle du marqueur bleu de
bromophénol et comparée d celles des protéines cholsies comme marqueurs.
Les déterminations ont &té faites pour guatre concentrations d'acryla-
mide (5 %, 8.5'%, 10 %, 12 %) et douze mesures différentes ont été
faites dans chaque cas et & chague concentration.

Les poids moléculaires ont &té établis 3 partir des résultats obtenus
dans des gammes et A des concentrations d'acrylamide dans lesquelles on
cbtient une relation lindaire entre les poids de certains marqueurs.

Pour calculer la mobilité relative d'une sous-unité protéique, on
applique la formule {Weber et Osborn, 1%639)

+...- _ Distance de migration des protéimes
Mobilité = - -
Longueur du gel aprés déccloration

Longueur du gel avant coloration
Distance de migration du bleu de bromophénol

f) Analyse d'un gel en tube aprds électrophorése de virus marqué,

Les gels sont analysés selon une technigue décrite par Content
et Duesberg (1970). Ils sont découpés en rondelles de 2 mm d'épalsseur,

-~

qui sont introduites dans des pots destinés au compteur d scintillation




et additicnnées de 2 ml de Seludne 350 de la firme Packard. 4.2'3-1
Aprds 48 heures de contact & température crdinaire, on ajoute 10 ml

de liquide scintillant {Permablend IIT, 5,5 g/l Toluéne, Packard). a) Noub
Le comptage se fait aprds un séjour de 24 heures dans 1'obscurité. : EEEl
Les résultats exprimés en nombre de coups par 10 minutes, sont Le
transformés en nombre de doses par minute (dpm). di ffére
g) Technique de fluoroéraphie Tableay

La lecture des gels plats chargés d'échantillons margués au tri-
trium se fait par fluorographie (Bonner et Laskey, 1974; Laskey et Poids v
Mills, 1975). concent

Le principe est de remélacer progressivement l'eau contenue dans le

gel par du DMSO (Diméthylsulfexide) dams lequel l& PPQ (2,5-Diphényl- _ ISEE;:
oxazole) est soluble. En fin d'opération, on laisse le gel macérer _—

dans une scluticn de DMSO contenant du PPO et on fait ensuite préci-
piter le PPO A 1'intérieur du gel en plengeant celui-ci dans de ii?
l'eau distillée. Ceci fait, le gel est séché. VP;
On améliore l'enregistrement photographique en exposant au préalable gi:
le film & un bref &clair de flash en lumidre monechrematique (sensibi- VP
lisation). Cette pré-exposition augmente la sensibilitd du £ilm et . g?
corrige le défaut de linéarité de la relation entre la radicactivité VP
de 1'échantillon et 1'abscrbance de 1'image photographique. gi
Pour la fluorographie, on utilize des films Agfa-Gevaert Curix RFP2 VP
(18 x 24) {X-ray film) et 1'on recourt &ventuellément § un dcran renfor- Eg
gateur Cawe (Rapid, 18 x 24), Au bout d'une exposition moyemnne de VP
120 heures & - 70%° C et dévelcppement, les bandes correspondant aux . g?
polypeptides apparaissent en noir sur le fond bleuté du film. L'absor— yP
bance des différentes bandes peut &tre mesurée d l'aide d'un spectro- 3?
photométre 3 scanning Gilford. VE
| —
|
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B 4,.2.3. Résultats.
10 ml
rd). a) Nombre et poids moléculaire des polypeptides de structure du
Ité. . BHVL (souche de référence IBR/LA).
Le tableau 9 dorme la valeur moyenne du poids moléculaire des
différents polypeptides, selon la conecentration du gel.
Tableau 9.
au tri-
y et Poids moléculaires des polypeptides de structure du BHV1 selon ia
concentration du gel en polyacrylamide.
ns le : Poids meléculaires (x lO_3 daltons) dans :
phényl— Tdentité des | Gels & 12 % Gels & 10 % Gels 4 8,5% Gelsas %
. polypeptides :
cérer I
préci-
c VP11 / / 275 /
VP2 / / 256 /
vP3 / / / 180
alable VP4 150 150 / 145
) b VP5s 140 138 139 120
Fensibl= VPE 122 120 120 100
lm et VP! 104 ) 99 98 B2
P s VP38 99 89 91 77
tivité VP9 95 a5 86 73
VP10 a1 B2 83 /
VP11’ . 82 79 76 /
Rp2 Y12 58 58 68 /
n renfor- VP13 / 65 66 /.
. VP14 82 50 Bl /
- o8 . VP15 54 - 53 57 / |
F 2ux VE16 53 52 55 /
VP17 43 43 b “f
' - |
L'abser VP18 41 / / / |
ectro- VP19 38 35 35 / [
vr2o 33 32 30 /
VP21 31 28 28 /




Aucune concentration ne permet une egtimation trés précise du peids
moléculaire deE polypeptides de grande taille, car le seul margueur
de haut poids moléculaire est 1a myosine de porec (P.M. = 220.000
daltons). Comme la gamme des poids meléculaires est tpds &tendue,
c'est le gel de 8,5 % qui permet la meilleure détermination de 1'en-
semble des pjolypep‘tides de structure du BHV1; les gels 3 6 % convien-
nent bien pour la zone supérieure 3 150.000 daltons et ceux contenant
12 %, pour la zone situde en-dega de 68.000. Les polypeptides
reconnus sont désignés par le sigle VP (Vipal Polypeptide), et ont
€t& numérotés de 1 & 21. Avec des gels autorisant une meilleure
définition, on peut &ventiellement subdiviser le polypeptide VP11

en trois sous-unités désignfes comme suit : VP11 a, b, c. La somme
des poids moldculaires de ces différents polypeptides est de

2.043.000 daltens. La figure 5 illustre la répartition des différents
pelypeptides du virus IBR/LA dans un gel de 10 % et le tableau 10

groupe leurs poids moléculaires et indique s'ils sont ou non glycosylés.

],
10 2 GEL
L 12
| da
L4
ds
I e
7 & - . -
g Figure 5 : Répartition schéma-
o EEE——
B—n tique des différents
<
L pelypeptides du virus
—3 IBR/LA, dans un gel
de 10 %.
Ly
=k
L|zo0
21
bolorant
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volds 2 Tableau 10.
Jueur :
e} . Liste des poids moléculaires des différents polypeptides de structure
lue , : du virus IBR/LA (exprimés en daltons).
1l'en- _
nvien-— Polypeptide Poids moléculaire Polypeptides glycosylés (+)}
ntenant
VP1 275 000 +
ont VB2 256 000
VF3 180 Q00
e VP 150 G0
11 VPS5 139 000
VPB 120 000 +
Omme VP7 99 Q00
vPe 90 GO0
VPS8 86 Q00 +
férents VP10 83 Q00 +
10 ' VP11 76 000 +
' VP12 68 000 +
yeosylés. VP13 . 66 000 +
: VP14 62 000
VF15 54 000 +
VP16 53 QC0 ) +
VP17 43 000 +
YP18 41 0C0
VP19 38 Q0O
VP20 33 000
VP21 31 000
i 1'on compare, en fluorographie, le virus IBR/LA marqué aux acides
aminés tritids et le méme virus marqué 3 1'aide de glucosamine tritiée,
on distingue 10 polypeptides glycosylés dont un de trés haut poids
schéma- moléculaire (275.000 daltons).
fférents L'électrophorégramme de 1'ensemble des polypeptides permet d'estimer
du virus que le polypeptide majeur du virus (VP7) représente 14,21 % de
un gel l'ensemble des protéines, alors que la VP4 intervient pour 2,64 %.
F




b} Comparaison de différentes souches de BHV1 entre elles.

La figure 6 illustre la comparaison entre 3 souches isolédes de maladie
respiratoire {(IBR/Cu5; IBR/CuS/T1J06, IBR/Cu7}, et 3 souches isoldes de
formes génitales (IPV/Wellemans/E?GO; IPV/Ak; IPV/Wellemans/21u4) aprés
marquage 4 l'aide d'acides aminds tritids et &lectrophordse sur gel
d‘acrylamidefdiallyltartardiamide 10 %. De cette comparaison, il
apparait que les souches isclées du tractus respiratoire (IBR) sont
identiques entre élles et identiques 3 la souche Los Angeles. ILes
souches isolfes du tractus génital (IPV) sout également semblables
entre clles,

Les différences chservées entre les souches de type IBR et celles de
type IPV intéressent le polypeptide VP7, et le couple des glycopoly—
peptides VP12 et 13. VP7 est plus léger dans les souches IPV, alors
que les glycopolypeptides VP12 et 13 sont plus lourds dans ces mémes
souches,

La souche IBR/Cub5, utilisée pour incculer un bovin, et la souche
IBR/Cu5/T1J06 péisolée chez le mame animal aprés injection de dexamé-

thasone, ne différent pas.
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Comparaison entre les
polypeptides de souches
IPV et IBR du BHV1.
1) IPV/W /3780,

2) IPV/Ak.

3) IPV/W /2144,

4) IBR/Cu5.

5) IBR/Cu5/T1J06.

§) IBR/Cu7.

Marquage aux acides
aminés tritiés; gel
d'acrylamide-diallyl-
tartardiamide 10 % et

fluorcgraphie.




4,2.4, Conclusions et discussicn.

La répartition générale des poilds moléculaires des polypeptides de
structure du BHVL souche Los Angeles (IBR/LA) est fort similaipe El
celle qui est décrite pour les autres Herpetoviridae &tudiéds 3 ce jour,
mals se rapproche le plus de celle du virus de ia meladie d'Aujeszky
(Sus herpesvirus 1) (Stevely, 1975).

Seuls 21 polypeptides de structure peuvent &tre identifiés, bien que
les techniques employées permettent une trés bonne résolution. Fazekas
de St Groth et ses collaborateurs (1963) estiment qu'un polypeptide
apparaltra encore colopé par le bleu de Coomassie, s'il correspond
plus 6u moins 4 1 ug de protéine. Comme 100 ou 200 ug de protéines
sont appliqués par gel, 11 faudra que le polypeptide de structure
représente de 1/2 4 1 % des protéines totales, pour qu'il pulsse étre
in%entorié.

Selon la région des poids moléculaires 3 déterminer, le choix se porte
sur des valeurs. obtenues avec des gels de concentratioms différentes,
ceux de 12 % présentant la meilleure définition (Blatter et al., 1972;
Kitano, 1977). Pour le BHV1, les gels de 8,5 % et de 10 % fournissent
le plus d'informations utilisables, mais les gels de 6 % sont utiles
par suite de la présence de polypeptides de haut poids moléculaire.
Le rapport entre la somme totale des poids moléculaires des différents
polypeptides et la quantité d'information génétique contenue dans
1'acide nucléique du virus, est encore difficile & &tablir, car des
valeurs tréds différentes sont proposées pour le poids moléculaire de
1'acide désoxyribonucléique viral. .

De la comparaison entre les polypeptides de structure de différentes
souches du BHV1, individualisés par électrophordse en gel d'acrylamide,
il apparalt que les scuches isclées du tractus respiratoire (IBR) sont
identiques entre elles et identiques & la souche Los Angeles, Les
souches isolées du tractus génital (IPV) sont é&galement semblables

entre elles (Pastoret et all., 19784, 1980L). Les souches de virus IBR

se distinguent des souches IPV, principalement par les poids moléculaires -

des glycopolypeptides VP12 et 13 et de la VP7.

La souche IBR/Cu5 utilisée pour inoculér un bovin et la souche
IBR/Cu5/T1J06, réisclée chez le méme animal‘aprés injection de dexamétha-
sone, ne diffdrent pas. L'installation de la souche IBR/Cu5 & 1'état

latent n'a donc pas modifig les caractéres €lectrophorétiques de ses
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La souche IPV/Wellemans/3760ne différe pas des deux autres souches
génitales, malgré le grand nombre de passages gu'elle a subi en cul-
ture’ de cellules.

Les différences, relativement mineures mais nettes et reproductibles,
observées entre les souches IBR et IPV, sont en accord avec les résul-
tats de comparaiscn de ces souches obtenus pér d'autres méthodes et
signalés dans la littérature. En effet, la plupart des méthodes, en
dehors de la cinétique de neutralisation, 1'&lectrophorése des particules
en gradient, et l'inoculation @ux bovins, ont eu pour effet de rappro-
cher les deux types de souches plutdot que de les séparer. Les différen-
ces observées ne pouvaient donec qu'étre mineures . Il n'est pas &ton-
nant que la différence principale se situe au niveau d'un couple de
glyco-polypeptides, car 1ls font partie de 1l'enveloppe qui est la struc-

ture la plus variable du virien.

59) Conclusions générales de 1'dtude de quelques prepriétés biologiques

et bilochimiques du BHVL.

L'ensemble des techniques mises en oceuvre a permis de mettre en
évidence plusieurs différences entre les souches.

En effet, les souches de type IBR et IPV différent & la feis par leurs
polypeptides de structure et par leur sensibilité d& un Inhibiteur de
l‘ADN—polymérase'Viro—induite, le phosphonoformate. Les souches encépha-
titogénes peuvent &tre séparées des autres souches sauvages par la tail-
le moyenne de leurs plages. Il existe en outre une souche atténuée,

le mutant ts, facilement identifiable ¢n vitro.

La scuche réactivée qui a ét& analysée n'avait pas subi de modifi-
cation par rapport 4 la souche primitivement utilisée pour infecter
l'animal, si 1'on s'en tient aux polypeptides de structure. Par contre,
les résultats de 1'analyse de la taille des plages de souches réactivées
sont plue difficiles 3 interpréter, car discordants, etl'ocn ne peut
exclure une modification de ce caractére aprés installation d'une
souche sauvage d 1'état latent. Ce type de marqueur semble donc devoir
8tre rejeté pour l'identification des souches réactivées.

Aucune des techniques utilisées jusqu'd présent ne parmet cependant

de séparer l'ensemble des souches entre elles. I1 est pourtant
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indispensable de posséder des marqueurs stables des souches, si l'on

veut é&tudier leur persistance chez 1'animal, leur réactivation et

leur dispersion dans le milieu.

Iv. 2% Pp
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2° PARTIE

LA RHINOTRACHEITE INFECTIEUSE BOVINE

L'INFECTION, LA LATENCE, LA REACTIVATION.
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André Glucksmann
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A) REVUE DE LA LITTERATURE.

Plan

1°) Histoire naturelle.
20} Formes cliniques et pathogénie.
3°) Transmission, &pizootiologie et prophylaxie.
4°) Latence et récurrence du BHV1 a) la latence;
b) la récurrence.

59) Cbservations cliniques en Belgique.




1°) Histeire naturelle.

Ce sont les bovins qui palent le plus lourd tribut 3 la maladie,
mais bien d'autres espdces sont réceptives. Ainsi, la chdvre semble
faire une ma}adie sans gravité (Vano Houveling, 1966; Maurice et Provost,
1870) 3 1'encontre des opinicns &mises par Me Kercher et al. (1958) et
Mohanty et al. (1972); Zwick et Gminder (1913) et plus tard Witte (1933)
retransmettent la vulvevaginite chez cette espdce. Des antlcorps ont
en cutre &t détectés au cours d'une enquite sérologique au Kenya
(Jessett et Rampton, 1975), résultats qui n'ont pas &té confirmés en
Eurcpe {Kokles, 1977). Un herpesvirus sérologiquement distinet du
BAV1, le Caprine herpesvirus 1 a 8t& isclé d'une maladie respiratoire
de la chévre {Szito et al., 1974; Berrios et Mc Kercher, 1975).

Le mouten serait sensible 4 1'inoculation par voie génitale (Zwick
et Gminder, 1913); Kokles (1977} au cours d'une enquéte sérologique, ne
trouve pas d'anticorps chez cette espdce, alors que Trueblood et al.
(1978) en isclent le BHV1,

La réceptivité du porc reste discutfe. En effet, les expériences
de retransmission de la maladie &chouent régulidrement (Zwick et Cminder,
1813; Witte, 1933; Mc Kercher et al., 1958; Dawson et al., 1962);
seule 1'inoculation intraveineuse fait apparaitre des anticorps (Woods
et al., 1968} en faible quantité; les enguftessérologiques n'en démon-
trent que rarement chez le porc (Nelson et al., 1972; Dedek et al.,

1977; Kokles, 1877; Afshar et Tadjbakhsh, 1870), pas chez le sanglier
(Bus scrofa) (Kokles, 1977), ni chez d'autres espéces voisines telles

que le potamochére (Potamochoerus porcus) et 1l'hylochdre (Hylochoerus
metinertahagent) (Hedger et Hamblin, 1978); Rweyemamu (1974) en trouve
cependant chez le phacochire (Warthog, Phacochoerus aeihiopicus). D'autre
bart, Onstad et Saxegaard et Sanegaard et Onstad (1967) ont, semble-t-il,
isolé le virus lors de maladie génitale chez le porc et Derbyshire et
Caplan (1976) l'cnt isclé de porcelets mort-nés; 1'inoculation intranasale
de cette dernidre souche d trois porcelets, ne provequa ni maladie, ni
réponse sérologique, alors qu'elle produisit une maladie respiratcire

" typique chez un veau dépourvu de cclostrum.

L'identité du wvirus de la vulvovaginite pustuleuse des bovins et
de celul de l'exanthdme coital des &quidds a longtemps &été admise
(Gilbert et Saurat, 1970). Il s'agit cependant de deux entités diffé-

rentes.
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Le cheval, contrairement aux affirmations de “wick et Gminder (1213),
n'a pas pu 2tre infecté par Mc Kercher et al. (1958}, au moyen du virus
de la rhinotrachéite infectieuse bovine; d'aprds Kekles (1967), la con-
tamination naturelle des &quins par des bovins infectés n'a jamals &té
signalée. 81 Afshar et Tadjbakhsh trouvent des anticorps précipitant

le BHYL dans le sérum de certains chevaux, cette trouvaille doit Etre
interprétée avec une certaine prudence, car le virus de la rhinctrachéi-
te infectieuse bovine (Bouid herpesvirus 1) et celul de la rhincpneumonie
équine (Equid herpesvirus 1), présentent une communaut® antigénique
(Carmichzel et Barnes, 1961; Wellemans, 1875), mise en &vidence par une
réaction d 'immunopréecipitation ou de fixation du complément, alors
qu'une réaction de séronsutralisation démomtre qu'il s'agit bien d'enti-
tés distinctes; Kokles(1977) n'a trouvé d'anticorps neutralisant le BHVL
dans aucun des 586 sérums de chevaux qu'il a examinés. Le rdle éventuel
du BHV1 dans la fluxion péricdique du cheval (Gibbs et Rweyemamu, 1377a;
Marolt et al., 1963; Marolt et Brudnjak, 1965) doit &tre interprété

avec les mémes réserves. _

Les carnivores domestiques et les animaux de laboratoire semblent
réfractaires {Gilbert et Saurat, 1970; Persechino et al., 1965,
.Armstrong et al., 1961) 3 1'exception peut-&tre du lapin {Persechino
et al., 1965; Armstrong et al., 1961; Bwangamol et Kaminjolo, 1973;
Kelly, 1977, Faye et al., 1975) sous certaines conditions.

Le BHV1 a é&té isolé chez le vison (Mustela vison) et le furet
(Mustela Furo) (Porter et al., 1875) probablement contaminés par la
nourriture; la transmission expdrimentale est réaiisable chez le furet
(Smith, 1978).

Au cours d'une enqufte sérologique portant, en Allemagne, Sur une
impressionnante série d'espsces tant domestiques que sauvages, Kokles
{1977) reléve des taux significatifs d'anticorps spécifiques chez le
cerf (Cervus elaphus) et le chevreull (Capreolus capreclus), cbserva-
tion qui est confirmée par Lawman et al. {1978), en Angleterre, pour
le cerf, alers qu'ils n'en trouvent pas chez le renne (Eangifer tarandus),
1'élan (4lces alees) et le daim (Dama dama). L'infectlion semble
donc exister chez le cerf et leé chevreuil, mais sa fréquence y est
faible. En Europe, les animaux sauvages ne paraissent donc pas cons-
tituer un important réservoir de la mzladie. La méme situation prévaut
en- Amérique du Nord (Kahrs, 1977). Chow et Davis (1964) et Stauber et
al, (1977) relatent cependant une haute fréquence d'anticorps

anti BHV1 chez le mule deer (Odocoilsus hemionus hemionus), espéce qui
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a aussi pu &tre infectfe expérimentalement. La precherche des anticorps
chez 1'orignal (Alees alees), le renne (Rangifer tarandus), le
whitetail deer (Odocoileus virginianus), 1'antilope pronghorn {Antile -
capra americana) n'en décdle que dans ces deux dernidres ezpdces
(Thorsen et Hendersonm, 1871; Belton et Murray, 1964; Friend et Halterman,
1957; Kahrs et al., 1964; Barrett et Chalmers, 1975); Hoff et al. {1973)
ont isclé le virus chez 1'antilope pronghorn. En Afrique, la situation
est probablement différente, si on en juge par une incidence tras
élevée d'anticorps observie chez le buffle (Syncerus caffer), 1'élan
du Cap (Taurotragus oryz) et le gnou (Comnochaetes taurinus) et moindpe
chez d'autres bovidae (Tragelaphus strepsicercs; Ko hus ellipsiprymmus ;
Ko bus leche; Kobus kok; Redunca arundimun; Hippotragus niger; Hippotragus
equines; Damaliscus korrigum; Alcelaphus hiselaphus ; Aepyceros melampus :
Gazella thomsoni), assez curieusement, l'hippopotame (Hippopotamus
amphibus) est fréquemment porteur d'anticorps (Kaminjolo et Paulsen,
1870; Rweyemamu, 1970, 1974, Rampton et Jessett, 1976; Hedger et
Hamblin, 1978), mais jusqu'd présent le virus n'a pas &té isolé dans
cette espéce. Karstad et al. 1'ont par contre trouvé chez le gnou
{1974}. L'absence d'anticorps chez d'autres bovidae examinéds peut
s'expliquer par le peu d'chantillons de sérum disponibles. Maré (1971}
n'a pas pu reproduire la maladie chez 1'Elan du Cap (Tauroiragus oryws).
Les seules 1ésions observées dans la faune sauvage africaine sont celles
de vulvo-vaginite et, malgré la large diffusion du virus dans la
nature, zucune forme respiratoirve de la maladie n'est décrite. Cette
observation est en faveur de 1'hypothése. selon laquells la forme respi-
ratoire est plus réeente et serait apparue aprés modification de
1'écologie normale des animaux. En Australie, le virus a &té isolé
du prépuce de trois buffles d'eau (Baglalus Iulglds) (St Gecrges et
Philpott, 1972) et des anticorps n'ont pas &té décelés chez des
daims en Tasmanie (Munday, 1966),

L'homme est réfractaire 3 la maladie; le fait de trouver par-
fois des anticorps précipitants (Afshar et Tadjbakhsh, 1970} chez
certains individus pourrait Stre imputé 3 des communautés antigé-
niques parmi les hsrpetoviridae. Kokles (1977}, par une réaction de
neutralisation, n'en a jamais trouvé chez 1'homme. En cutre, la

maladie ne semble pas tellement répandue parmi le bétail en Iran

{139

(Hazrati et Amjadi, 1975}, pays oil ces anticorps précipitants ont &t

décelés.
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I1 est remarquable de constater que l'en trouve des anticorps
neutralisants essentiellement chez des espdces appartenant & la famil-
le des Bovidae et 3 des familles apparentées (cervidés, hippopotami-
dés). La réceptivité 3 cette maladis semble d&s lors essentiellement
se limiter & 1'ordre des Artycdactyles avec une affinité particuliére
pour la tribu des bovinés. Chez au moins deux de ces espéees, le
bétail domestique (Bos tauruslet le gnou (Comnochaetas taurinus), le
virus peut demeurer 3 l'état latent (Karstad et al., 1874, Nahmias,
1974). Il est dds lors 3 notre sens plus logique de consacrer 1l'appel-
lation de Bovid herpeevirus 1 (Roizman et al., 1973} pour le virus de la
rhinotrachéite infectisuse bovine, plutdt gue celle de Bovine herpes -
virug 1 proposée par certains auteurs et qui aurait un sens plus
restrictif {(famille Bovinae). Le BHV1 est donc naturellement inféodé

aux bovins.

Ce tour d'horizen des espéces infectées montre 3 suffisance que
le virus est universellement répandu (Straub, 1978).

En Belgique, le BHV1 a &té isolé pour la premiére fols par Bouters
et al. en 1960, d'une forme génitale de la maladie, fort répandue
(Boeckx et al., 1968). Wellemans ne signale,en 1969, aucune sérocon-
version vis d vis du virus IBR, mais 1'observe en 1970, dans des
troupeaux de bovins atteints de troubles respiratoires.

Il est, pour la‘premiére fois, fait mention de la maladie sous =a

forme respiratoire en 1872 (Pensaert et al., 1972; Demeurichy et
Pensaert, 1972; Wellemans et Leunen, 1973); 3 la méme &pogue (1972),
nous isolions nos premidres souches (résultats non publiés). Depuis
lors, la maladie s'est vrépandue dans le pays (Wellemans, 1975, Wellemans
et al., 1977), et dans les pays limitrophes (Martel et al., 1976;

Van Bekkum et Straver, 1975; Muurling et al., 1976, Straub, 1975

Mayr, 1978).

29} Formes cliniques et pathogénie.

La rhinotrachéite et la vulvovaginite pustuleuse sont les deux
expressions cliniques les plus anciennement connues de la maladie,
cependant beaucoup d'autres manifestatlons ont €té décrites (Gilbert et
Saurat, 1970; Kokles, 1967; Mc Kercher, 1973, Kahrs, 1977; Gibbs et

Rweyemamu, 1377a). Les animaux de tout Zge peuvent gtre affectés,




mais 1'éclosion de la maladie natureile dépend de facteurs multiples
{Kahrs, 1977), comme la souche de virus, la dose, la voie d'exposition,
le status immmologique des animaux exposés; comme celui-ci varie
notamment en fonction de 1'Sge, la maladie aura rarfois tendance 3
affecter préférentiellement ceptaines catégories d'animsux.

Le foetus doit tras rarenment faire une infection inapparente,
car il est généralement trés sensible (Kendrick, 1973a; Owen et =al.,
1964) et fait une Forme algué et généralisée, presque toujours fatale,
conduisant & un avortement qui n'est pas nécessairement asscci8 3 e
inflammation placentaire (Kennedy et Richards, 1964; Molello et al.,
1966; Kendrick et al., 1971; Miller, 1977). 0On ne trouve que rarement
dans le s&rum foetal bovin des anticorps dirigds contre le BHVL
{Kniazeff et al., 1867; Massip et al., 1974; Solberg, 1975; Kahrs et
al., 1971) et ceci ne s'explique qu'en partie par un défaut de réponse
du foetus (Gibson et Zemjanis, 1973; Kendrick et Osburn, 1973,

Kendrick, 1973b). ©De méme, le virus est rarement isclé du sérum foe-
tal (Hubbert et al., 1972; Kniazeff et al., 1975; Calafat et al., 1976),
mais Ludwig et Storz (1973} sont parvenus 4 démasquer du BHV1 dans des
cellules spléniques foetales et concluent 4 la possibilité d'infections
latentes.

L'incculation expérimentale du foetus par vole intrautdrine, d'une
souche sayvage est toujours mortelie {Kendrick, 19732) alors que
1'inoculation mé&me parentérale de la mwére ne conduit pas toujours au
mEme pésultat, car le placenta pourrait jouer un rdle d'dcran

{Kendrick et al., 1371; Owen et al., 1968&30urham, 1974). Dans les
exploitations, 1l'infection des vaches gestantes détermine des avorte-
ments que l'cn peut reproduire expérimentalement par inoculatign intra-
nasale (Chow et al., 1964; Straub, 1966; Sattar et al., 1967). L'absen-
ce de virémie décrite par les premiers auteurs (Mg Kercher et Wada,
1964) awvait rendu suspectes les premidres cbservations. En réalité, i1
y abien une vipémie transitoire pendant laquelle le virus est véhiculd

en association avec les leucocytes et disséming dans 1'ensemble de

1'organisme, mais sans nécessairement créer de localisations secondaires.

En fait, la fréquence des avortements, lers de maladie naturelle dépend
de nombreux facteurs, dont 1'4tat immunitaire des méres qui doivent
Etre pleinemenf réceptives (York, 1968), puisque 1'infection du foetus
intervient pendant la période de virémie, avant 1'apparition des

anticorps maternels (Owen et al., 1968byHall et al., 1986).
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La pathogénie de ces avortements explique pourquoi ils peuvent etre
induits par l'injection intramusculaire de vaccins insuffisamment
atténués (Kennedy et Richards, 1964; Mc Kercher et Wada, 1364,

Mo Feely et al., 1968), alors que la vaccination les prévient si elle
ést effectude avant la gestation, de préférence par vole intranasale
{Saunders et zl., 1972; Durham, 1974; Kahrs et al., 1973). De méme,
elle explique pourquoi ils peuvent survenir & l'occasion de n'lmporte
gquelle autre forme clinique (Kahrs, 1977).

5'il n'est pas protégé grice au colostrum de sa mére (Baczynskl
et al., 1975), le veau nouveau-né est hautement réceptif au BHV1, ainsi
qu'en témoignent les essals d'inoculation expérimentaie (Baker et al.,
1960; Kendrick et Straub, 1367; Charton et al., 18968; Langer, 1960).

La maladie tant naturelle qu'expérimentale (Baker et al., 1960; Movetti
et al., 1964; Espinasse et al., 1974%) est’'d'allleurs fréquemment
mortelle (généralisation de l'infection) 3 cet Ege.

Les anticorps sériques neutralisant le BHY1 acquis par voie colestrale,
semblent avoir disparu vers le 3&me mois de la vie du veau (Straub,
1968% House et Baker, 1968; Kahrs, 1955, cité par House et Baker). La
valeur de la protection conférée au veau par l'immunité transmise reste
l'objet de discussions {York, 1968; Rosner, 1968b), mals elle lui
permet certainement de surmonter les infections mertelles; de fortes
doses de virus' peuvent 1'abolir {Langer, 1960).

Certains vaccins, surtout ceux administrés par voie intranasale

{Kahrs, 1977; Todd, 1975 a et b) peuvent induire une immunité active
malgré la protection passive d'origine colostrale, mais, en régle
générale, et surtout pour les vaccins administrés par voie parentérale,
1'imrunité passive centrarie la vaccination, aussi un rappel est-il
indiqué (Kahrs, 1974; Brar et al., 1978).

L'encéphalite est une manifestation clinique sporadique rencontrée
presqu'exclusivement chez le veau, notamment en Belgique (Beck, 1975;
Wellemans, 1975). Bien que Webster et Manktelow (1959) zlent chservé
des signes nerveux lors de transmission expérimentale de la maladie,
la premidre description de cette forme clinique remonte & 1962
{French, 1962; Barenfus et al., 1963; Moretti et al., 1964). La repro-
duction expérimentale en est difficile et réussit le mieux par inocu-
iation intracérébrale alors que l'inoculatien intraveineuse eét ino-
pérante (Johnston et al., 1964; Straub et Bohm, 1865, Bartha et al.,
1963; Me Kercher et al., 1970). L'encéphalite peut succéder & ume

forme respiratoirs, mais dans ce cas, la généralisation ne se feralt pas
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par virémie (Hall et al., 19B6; Bagust et Clark, 1972). Le virus

qQui se multiplie intensément au niveay de la mugueuse nasale, da
pharynx et dans 1= région des amygdales, contaminerait les terminaisons
des nerfs trijumeaux, et gagnerait ainsi le cerveau, Certaines souches
de virué, telle la souche N569, semblent posséder plus d'affinité
pour le sysféme nerveux, et peuvent différer des autres souches par
éertains traits; mais la dose de virus parait aussi jouer un rdle
(Bagust et Clark, 19723 Straub et Bohm, 1965).
Rarita et ses collaborateurs (1978, 1978 a et b) ont comparé les
modifications survenant au niveau du systame nerveux chez le wveau,
aprés des inoculations intranasale, intravaginale ou intraconjone-
tivale de BHVL; dans ces trois cas, des modifications apparaissent au
niveau des ganplions sensitifs. Davies gt Duncan (1974) ont cherchd
si cette contamination des ganglions sensitifs permettait d'expliquer
la lafence du BHV1, mais sans pouvoir conclure: d'aprés eux, les ino-
culations intravaginale et intranasale produisent toutes deux une
certaine généralisation de i'infection et 1a distribution du virus
est similaire, en dehors d'une différence de localisation au niwean
du systdme nerveux. Le virus peut Ftre retrouvd a la fois dans le
cerveau et la moelle &pinidre das animaux inoculés par voie intrava-
ginale, alors qu'il reste confiné au- seul cerveau chez les animaux
ayant subi une inoculation intranasale; ceci devrait Etre le reflet
de la distribution des nerfs sensitifs aux organes périphériques qui
suﬁissent une intense multiplication du virus. L'encéphalite est cepen-—
dant rare et sporadique car,sn dépit de 1a dissémination nerveuse du
virus, les signes systémiques se limitent habituellement 3 wne bréve
réponse f8hrile etschez les animaux plus 3gés, la plus grande part
des iésions macroscopiques et microscopiques restent confinées au site
initial de 1'infection, contrairement i ce qui est observé chez le
foetus ou le nouveau-né, oll la généralisation de l'infection conduit 3
Une issue fatale. Cettg extension au systdme nerveux ne produit géné-
ralemént pas de dommages importants & 1'exception de ceux observés au
Tiveau des ganglions de Gasser (Ganglion trigeminale) . .

Une autre forme rare de la maladie &galement chservée en Belgigue
est la forme digestive chez des animaux 3gés. Si le tout jeune wveau
fait fréquemment des localisations digestives s'accompagnant souvent

de ptyalisme (Baker et al., 1960; Wellemans et Leunen, 1973;
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Van Kruiningen et Bartholomew, 1964; Curtis et al., 1986}, les rela-
tions de pareilles localisations chez des animaux plus agés sont en
effet peu nombreuses (Mc Kercher et al., 1963; Gratzek et al.,

1966 a et b; Crandell, 1974; Reed et al., 1973; Wellemans et Leunen,
1974) et lorsque Markson et Derbyshire (1966) ont observé l'apparition
de diarrh&e aprés infection expérimentale, ils ne sont pas parvenus a
isoler le virus de l'intestin gréle. Cette forme clinique serait
d'origine systémique (Gratzek et al., 1966) car l'injection imtravei-
neuse de virus la reproduit dans certains cas. La vele d'infection
digestive doit &tre rejetée {Gibbs et Rweyemamu, 1977), car le virus
devrait &tre rapidement inactivé par le pH acide de la caillette

(A tomaaum) .

La mammite a elle aussi rarement &t& assocife au BHV1. Elle
est cependant cons&cutive 3 1'incculation intramammalire (Greig et
Bannister, 1965; Cormer et al., 1967; Straub et Kielwein, 1968) et
des cas naturels ont été décrits (Roberts et Carter, 1974; Espinasse et
al., 1974; Gourlay et al., 1974).

La dermite, si elle existe, est beaucoup plus rare encore car
seules deux publications en font é&tat (Bwangamol et Kaminjole, 1971;
Abraham et al., 1976} et la responsabilitéd du BHV1 n'a pas é&té
clairement établie.

4 cBté des formes d'origine systémique et des formes raves, coexis-
tent les formes locales gul sont les plus fréquentes. '

De la conjonctivite est fréquemment associée 3 la forme vespiratoire de
la maladie oupeut existerseule (Abinanti et Plumer, 1961; Quin, 19613
Mc Kercher et al., 1958; Studdert et al., 1961; Timoney et O'Comnor,
1971; Ferris et al., 1964; Darbyshire et al.,‘1952; Rebhun et al., 1978)
et méme n'intéresser qu'un seul oeil; elle peut aussi &tre associée 3
de la vaginite (Hyne &t Johnston, 1964) et est fréquemment suivie
d'avortement (Xahrs, 1977; Rebhun et al,, 1978).

Elle peut &tre reproduite expérimentalement par instillation de virus
au niveau de la muqueuse conjonctivale et peut se compliquer .de
kératite (Hughes et al., 1964; Sykesd et al., 1962; St Georges, 1965,
Mohanty et Lillie, 1970). Il semble d'ailleurs que le BHV suffit

d provoguer 1'apparition de kératite, du moins expérimentalement
(Hughes et al., 1964; Nayar et Saunders, 1975 a et b}; la valeur d'ume
vaccination préventive reste discutde (Bowen et al., 1970; Schipper

et Kelling, 1970).
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Le BHVL a &té associé 2 d'autres maladies oculaires du bétail,

notamment une ophtalmie d allure récurrente comparable 4 la fluxion
périodique du cheval (Marolt et al., 1963; Marolt et Brudnjak, 1965},
11 a &t aussi isclf de tumeurs oculaires (Anderson, 1970; Taylor et
Hanks, 1969), fait qui deoit &tre interprété avec beauccup de circons-
pection, méme si un pouvoir transformant lui a 5t6 reconmu in vitro
(Michalski et Hsiung, 1875; Geder et al., 1878).

Sous sa forme pénitale, la maladie affecte indifféremment le mile
ou la femelle, provequant le plus fréquemment soit une vulvo-vaginite,
soit une balanoposthite; cette forme clinique a &t& particuliérement
bien &tudiée, car la maladie expérimentale présente des caractéres
elinigques et une évolution absolument identiques 3 l'affection
spontanée.

Dans les conditions naturelles, la contamination est le plus souvent
assurée par le coit (Gilbert et Saurat, 1970}, ou le sperme {(Conradi et
al., 1960; Straub et Mickle, 1965). L'affection peut également

&tre transmise par le reniflement de la région vulvaire qui est une

habitude &thologique du bétail (Kahrs et Smith, 1965, Kahrs, 1977,

‘Collings et al., 1972). Cette particularité permettrait d'expliquer

la coexistence des deux localisations principales de la maladie,

forme respiratoire et forme génitale, si les contacts nez 3 vulve sont
fréquents, car 1l'on sait que les scuches isolées des formes respira-
toires sont infectantes pour la sphére génitale (Gillespie et al., 1959)
et réciproquement et que les localisations des lésions sont largement
déterminées par la voie d'inoculation (Kehrs, 1977). Si 1z maladie,
dans sa forme génitale, reste le plus souvent localisée, sans gudre
retentir sur 1'état général, Bouters et al. (1960) ont cependant
décrit des cas d'orchite, tandis que Gibbs et Rweyemamu (1977 a), signa-
lent une aggravation des troubles lors de saillies répétées,
L'infection peut encore avoir d'autres répercussions sur le tractus
génital; en effet, de larges doses de vipus inoculdes dans 1'utdrus,
notamment sous forme de sperme contaminé, peuvent provoquer des endo-
métrites, emp&cher temporairement la-conception (Kendrick et Mc Entee,
1957; Parsonson et Snowdon, 1975) .et réduire la fertilité {Bouters et
al., 1964; Maré et Van Rensburg, 1961; Kahrs, 1977; Barth et al., 1978;
Kaminjolo et al., 1975). Certains auteurs par contre, n'ont constaté
aucune alt@ration de la fertilité (Huck et al., 1971}, notamment

si l'insémination est naturelle (Gibbs et Rweyemamu, 1977; Sawxegaard,
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Sous sa forme respiratoire, l'affection se traduit par une
rhinotrachéite souvent fortement exsudative, stétendant jusqu'aux
grosses bronches; les complications bactériénnes peuvent entrainer
des répercussions pulmonaires et aggravent le cours de la maladie
(Collier et al., 1960; Jericho et al., 1976). Le virus produit une
infection qui aboutit & une lyse cellulaire précédée par la formation
d'inclusicns intranucléaires, avec destruction de 1l'épithé&lium
(Nelson, 1974; Crandell et al., 1959); les inclusions apparaissent
dés la 368me heure qui suit l'inoculation et persistent pendant une
soixantaine d'heures.

On peut parfois constater la formation de granulomes en fin d'Zvolution
de la maladie (Snowdon, 1964; James et al., 1975).

L'ensemble de ces signes cliniques locaux est précédé et accom-
pagné d'une hyperthermie parfois intense et de durée variable. La
maladie expérimentale, par instillation intranasale de virus, repro-
duit la maladie naturelle sous une forme algud mais bénigne, si les
coﬁditions d'envircnnement sont satisfaisantes; aprés une exposition
des animaux 3 un afrosol virulent, on observe les memes symptdmes
{Shroyer et Easterday, 1968). La pathophysiologie en a &té &tudiée
{(Kiorpes et al., 1978).

Pour terminer, il faut signaler gu'un certain polymorphisme
clinique est inévitable, et diverses revues critiques ont &té consa-
crées aux formes cliniques de la maladie (Gilbert et Saurat, 1970;

Mc Kercher, 1973; Kahrs, 1977; York, 1968; Wellemans, 1975; Gibbs et
Rweyemamu, 1877; Schultz et al., 1976; Mc Kercher, 1968; Rosner, 1968b).

3°%) Transmission, épizootiologie et prophylaxie.

La transmission de la maladlie se fait sur le mode horizental.
La transmission verticale sensu stricto (génétique) semble exciue
et la transplacentalire (&pigénétique) peu plausible.

La transmission par le sperme mérite une attention particuliére,
justifiée par la diffusion de l'insémination artificielle (Schultz
et al., 1976; Saxegaard, 1970; White et Snowdon, 1973). En effet,
malgré la présence d'inhibiteurs dans les liquides séminaux (Darcel

et Coulter, 1976), le virus est souvent isclé du sperme (Bwangamoi et

_gl_




Kaminjclo, 1871; Goffaux et al., 1878), car il est émis de maniére
récurrente (Bitsch, 1873), par des porteurs latents (Ulbrich et

Haase, 1973; Kubin, 1969; Bdttcher et Mahler, 1870; Kahrs et al.,

1976; Kokles et Abshagen, 1971). La congélation du sperme assure

une parfaite conservation du virus (Sheffy et Krinsky, 1973; Schultz

et al., 1976; Ulbrich et Haase, 1974, 1975, Kahrs, 1977).

Cette situation est préoccupante, car une forte contaminatlon virale
risque d'affecter les femelles inséminées {Schultz et al., 1976;

Sheffy et Krinsky, 1973). L'assainissement des centres d'insémination
est une mesure difficile & appliquer, en raison de son impact génétique
et des imperfections des méthodes de détection des porteurs latents.
Certains ont dds lors préconisé de vacciner les taureaux (Ibrahim et
al., 1969; Bouters et Wellemans, 1970; Straub et Wagner, 1977, Sehultz
et al., 1976). L'immunité, meéme solidement ins{allée, ne suffit cepen-
dant pas d prévenir la récurrence de ilexcrétion qui peut se

produire en l'absence de signes clinigues (Schultz

et al., 1976). Il est d'autre part démontré que l'emploi de vaceins
inactivés administrés par voie parentérale, ne prévient pas 1l'instal-
lation ultérieure d'une souche sauvage 3 1'état latent chez les animaux
vaccinds (Sheffy et Rodman, 1973). Dés lors, si le choix se porte

sur la vaccination, les lots de sperme devrent Etre réguliérement
contrdlés. Cependant, d'aprés Schultz et al. (1976} et Kahrs et al.

(1976), une politique de vaccination efficace par voie nasale véduit

considérablement, sinon supprime,le danger de transmission par le sperme.

Les porteurs latents n'en demeurent pas moins un danger potentiel
constant dans les centres d'insémination; il.faut les maintenir a
1'abri des stress et prohiber chez eux l'emploil des corticostéroides,
de fagon 3 réduire les risques de véactivatien (Demnett et al., 1976).

En dehors du probldme particulier posé par 1'existence des centres
d'insémination, la maladie naturelle se transmet 3 l'occasion de
contacts directs entre les animaux, la transmission par vecteurs méca-
niques &tant de peu d'importance réelle. De grandes quantités de
virions sont émis par le bétail infecté {(Pasteret et al., 1978a) et la
vitesse de propagation de la maladie dépend de 1'importance du troupeau
et des possibilités de contact entre les animaux (Kahrs, 1977; Ferris
et al., 1964). Cette relative Aifficultd dé transmission et le fait

que dans nos régions et en Amérigque du Nord, le Létail semble Etre
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le principal, sinon l'unique réservoir de virus, n'empéche pas la
mzladie d'&tre universellement répandue.

La pérennité de l'infection est en fait sans doute assurée par la latence.
L'ubiquité de 1'infection, sa fréguence, 1l'existence de porteurs latents
difficiles & détecter rendent souvent difficile 1'application de

mesures de prophylaxie hygiénique. Peu de pays songent i éradiquer

la maladie, notamment parce qu'elle ne fait pas partie des anthropo-
zoonoses. On préfére recourir 3 une prophylaxie médicale imposée, la
plupart du temps, par les structures agricoles existantes et la peur du
risque encouru (Kelling et al., 1973a; Kahrs, 1974, 1977).

Le choix d'un ben programme de vaceination n'est cependant pas
chose facile {Schipperet Kelling, 1971; Krdzalie et al., 1976; Phillip,
1972; Kiesel at al., 1972), car les structures d'élevage varient
beaucoup, le choix des vaceins disponibles est assez gtendu et le
BHV1 est loin d'@tre le seul impliqué dans la genése de troubles res-
piratoires chez les bovins (Bitsch et al., 13763 Woernle et al., 1973},

Le vaccin idéal devrait satisfaire plusieurs impératifs : étre
cliniquement efficace; &tre d'une grande sécurité d'emploi; &tre d'un
prix abordable; prévenir l'installation des souches sauvages a
1'&tat latent et ne pas présenter lui-méme ce défaut; ne pas se dis-
perser parmi les animaux non vaccinés.

Les vaccins diffirent selon qu'ils sont inactivés ou atténués,
administrés par voie parentérale ou nasale, moncvalents ou pelyvalents
(Straub, 1975; Schell et al., 1972; Wittmann, 1978).

Les vaccins‘inactivés sont depuis longtenps dispenibles et souvent
sous forme de vaccin polyvalent {Kahrs, 1977; Kolar et al., 1972,
Matsuoka et al., 1972). Ils @nt géﬁéralement tenus pour peu efficaces
(Schipper et Kelling, 1975; Straub, 1977) 4 moins qu'ils ne soient
addjtionnds d'adjuvants (Schipper et Kelling, 1975).

Les avantages du vaccin inactivé (Kahrs, 1977) sont qu'il ne preveque
pas d'avortements ni d'excrétion du virus vaceinal; cependant s'il ne
peut s'installer 3 1'état latent chez 1'animal vaceiné, il n'empEche
pas une souche sauvage de le Faire ultérieurement (Sheffy et Rodman,
1973). Dans certains cas, 31 est & L'origine d'accidents de type
anaphylactique (Kahrs, 1977; Rosner, 1968a}.

Les premiers vaccins vivants atténués mis sur le marché &taient

) utilisés par veie Intramusculaire (York et Schwarz, 1956; Kendrick

“.et al., 1956); un de leurs gros avantages était d'@tre facilement
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administrable, de ne pas donner lieu & une dissémination de 1la

souche vaceinale (York et Schwarz, 1956; Kendrick et al., 1958;

Baker et-al., 1958; Cabassc et Brown, 195B) et de se préter 3
l'administration simultanée de plusieurs antigénes différents (Baker
et al., 1958, Sampson et al., 1972). L'atténuation était obtenue
par passages successifs soit sur cellules bovines (Schwarz et al.,
1957), soit sur des cellules hétérologues, comme celles du porc
{Schwarz et al., 1958). Le principal désavantage de ce type de
vaccin est de provoquer des avortements (Kahrs, 1977; Mitchell, 1974).
Administré avant la premiére saillie, pareil vacecin protége cependant
des avortements ultérieurs et il est toujours conseillé de vacciner
les génisses avant leur vie de reproductrices {Saunders et al.,

1872; Kehrs, 1974 ; Chow, 1972).

Pour juger de l'innocuité des vaccins utilisés, 1'&quipe de Cormell

a2 développé un test appelé "Cornell Fetal Test" (Schultz et al., 1976)

fondé sur les résultats de 1l'inoculatien de la souche vaccinale
directement au foetus. Tout comme le virus sauvage, plusieurs socuches
vaccinales destinées 3 1'administration intramusculaire, entrainent la
mort et l'expulsion du foetus.

On comprend mieux d&s lors que l'on exige d'un vaccin

1°) qu'il ne se propage pas aux autres animaux de 1'exploitation,

© parmi lesquels peuvent se trouver des vaches gestantes;

a

2°) qu'il ne s'installe pas 4 l'état latent chez les animaux wvaccinés,
et ne pulsse Etre réexcrété i un moment indéterminé de la vie de
l'animal, ou 4 la faveur de certaines mesures thérapeutiques, et
exercer son pouveir pathogédne résiduel.
Les premiéres expériences de vaccination & 1'aide de vaccins atténués
administrés par veie intramusculaire avaient amené 3 conclure 3
l'absence de dissémination de la souche vaccinale. Ces affirmations
ont été'par la suite réfutées (Kelling et al., 1973b} et d'aprés
Darcel et Dorward (1975), ce virus vaccinal pourrait &tre réactivé,
L'absence de marqueur pour les souches vaccinales avait emp&ché de
vérifier cette hypothdse. La scuche réactivée peut Stre soit la
souche vaccinale elle-méme, soit une souche sauvage que la vaccination
n'a pas empeché de s'installer a 1'état latent.

Les désagréments inhdrents 3 l'injectiéh,par vole intramusculaire,
de souches atténuées et l'espoir d'une meilleure stimulation de

1'immunité locale, ont amené 3 rechercher la sclution dans 1l'emploi

de vaceins administrés par voie nasale.
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Franck et al. {1977), ont comparé les réponses clinique et sérologique,

63 locale et géndrale, chez des bovins inoculés soit par vole intramus-
d | culaire, soit par aérosol de virus sauvage. D'aprés sux, les deux
s (Baker 1 groupes d'animaux ont présenté le mdme taux d'anticorps sérigues et
-enue ‘ la m2me absence d'anticorps locaux, aprds une premidre exposition au
- at., virus. Les animaux exposés 3 un aéroscl développérent les signes clini-
T ques de la maladie sous une forme bénigne, avea fidvre et excrétion nasa-
de le du virus. Les animaux inoculés par voie intramusculaire ne dévelop-
11, 1974). pirent gu'une brdve poussée f8brile mals n'excrétérent pas de virus.
ependant Les anticorps locaux me sont apparus, dans les deux groupes d'animaux,
vacciner qu'aprés wne deuxidme exposition au virus. Cette dernidre affirmation
L., ‘ est contredite par les expériences de Lejan et al. (1977) et Florent

et Leunen (1961) pour ce qui est de la forme génitale.
Cornell ) Le premier vaccin intranasal a vu le jour au début de cette décen-
al., 1876) nie {Todd et al., 1971).
1le L'un des principaux désagréments dee vaccins administrés par voie na-

s souches sale est leur dispersion par excrétion {Mc Kercher et Crenshaw, 1971}

ralnent la ainsi que la possibilité d'un retour vers la virulence cu d'une
recombinaison avec une souche sauvage {Straub, 1975). Leur principal

avantage réside dans le fait qu'ils peuvent €tre utilisés chez les

rien, vaches gestantes, sans risque d'avortement (Smith et al., 1978; Todd
et al., 1971; Kahrs et al., 1973); d'ailleurs certaines de ces souches

vaccinés, ne tuent pas le foetus lorsqu'elles lui sont directement administrées

= de {Schultz et al., 1576).

» et Un autre de leurs avantages serait de procurer une protection rapide

attribuée 3 la production d'interféron et ¢'anticorps locaux 3 la

atténués : surface des mugueuses (Todd et al., 1972; Straub, 1975; Straub et Ahl,
= 3 1876). Les vaccins intranasaux peuvent &tre administrés aux mémes
rmations Zges que les vaccins intramusculaires, 3 cette différence prés que les
pTes premiers citds pourraient Stre utllisés plus précocement et installer
activé. une immunité active chez des veaux possédant des anticorps d'origine
ché de colostrale (Kahrs, 1977; Tedd, 1975b). La prudence recommande toute-
tla fois de renouveler la vaceination. L;administration d'un vaccin
accination

par voie nasale est difficile car elle nécessitz une bonne eon-
tenticn de la t&te de 1'animal. et réclame une instillation

musculaire , profonde. ’
1 de Une des nouvelles fagons de modifier le virus est 1l'obtention
'emplei da mutants ts. C'est 3 Zygraich et collaborateurs (1874 a,b,c) que

revient le mérite de 1'utilisation de pareil mutant 2 des fins vaccinales.
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Le mutant ts vaccinal du virus IBR est administré par voie nasale,

seul (Zygraich et al., 1974c), ou associé 3 d'autres mutants ts
(Zygraich et al., 1975). Il possiéde les qualités généralement
attribuées 3 ce type de vaccin. La protection conférée serait pré-
coce (Zygraich et al., 197hc) et solide, surtout aprés une vaccination
de rappel (Kucera et al., 1978; Gerber et al., 1978). D'aprés ces
derniers auteurs les Jeucocytes d'origine nasale, chez les animaux
vaccinds avec le mutant ts, sont plus actifs que ceux prélevés chez

des animaux ayant regu un vacein intramusculaire; en outre, les immumno-
globulines support de l'activité anti BHVL dans les sécrétions nasales,
sont chez les premiers soit des IgA ou des TgG, et uniguement des

IgG chez les seconds. L'immunisaticn logcale est donc supérieure

dans le premier cas. Cette souche vaccinale ne produirait pas
d'avortement (Zygraich et al., 1974c; Kucera et al., 1978), méme aprés
inoculation foetale (Schultz et al., 1976; Schultz, communication
perscnnelle), In effet, elle ne se multiplierait qu'au niveau du
tractus respivatoire supérieur{muqueuse nasale) (Zygraich et al.,
1974b} 00 la température locale est plus basse et non dams las organes
profonds, tels que le systéme nerveux,ou le foetus.

En conclusion, la diversité des situations rencentrées, des
structures d'élevage, des exigences lifes 3 la vaccination et des
solutions proposées, interdit toute recommandation génémale. Il n'y a
pas de solution idéale valable partout; il appartiendra au praticien

vétérinaire de choisir au mieux des circonstances.

49) Latence ou récurrence du BHVI.

a) La latence.

L'un des traits caractéristiques des virus herpétiques, est leur
propensicn & persister 2 1'état latent chez les animaux infectés et
d domner lieu & des acecés vécurrents sous la pression de certains
stimuli; cette propriété a en offet &té démontrée chez de nombreux
représentants du groupe {Honess et Watson, 1377} et a une grande
importance épldémiologique.

La latence se définit par la présence du virus chez 1'hSte sous une
forme masquée. Pendant cette période, faute d'excrétion, le virus

ne peut &tre détecté. Certaines modifications dans 1'environnement
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sale , interne et certains stimuli, peuvent déclencher la réactivation du

ts virus avec ou sans preduction de virus infectieux. Dans le premier

t cas, cette réactivation s'accompagne d'un &piscde d'excrétion et

t pré- souvent d’apparition de signes clinigues.

ccination Puisque dans 1'intervalle. le virus est demeuré sbsolument caché,

5 ces deux questions se posent : ol et sous guelle forme.

nimaux La questicn de savoir dans quelleg_cellules le BHV1 se maintient
s chez a 1'état latent, est encore débattue. Sa persistance au niveau des

es immuno- ganglions de Gasser et d'autres ganglions sensitifs a été recherchée

s nasales, (Davies et Duncan, 1874; Narita et al., 1976; Narita et al., 1978 a,b,c),
des mais sams que 1'on puisse tirer de conclusioms définitives quant au )
ure siége du virus latent. Davies et Duncan (1974} suggérent que le BHV1
as ‘ pourrait persister & 1'état latent dans le systéme nerveux sensoriel

dme aprés ou les tissus périphériques, avec des recrudescences virales indépen-—
ion dantes, aux deux endroits. Le développement des lésions locales en

u du cours de récurrence peut refléter une réactivation du virus au niveau
al., des cellules épithéliales elles-mémes, cu une réinfection au départ

es oprganes des terminaiscns nerveuses locales, consécutive d ume réactivation

dans le nerf sensitif.

des En ce qul concerne 1l'état du virus latent, deux hypothéses
t des ont &té proposées par Roizman (1965).

Il n'y a Selon la premiére, dite dynamique, le virus latent ne se multiplie
aticien que lentement dans les cellules qui 1'hé&bergent, sans susciter

d'accds récurrent avant que l'organisme ne 1l'autorise. Si l'on suit
cette proposition (Klein, 1978), les cellules du site de récurrence
et du sidge de la latence devraient contenir du virus em cours de
myltiplication lente.

La seconde hypothése, dite statigue, postule gu'entre les accés de
récurrence, le virus herpétigue se maintient dans des cellules ol sa

multiplication est intsrrompue, mais de maniére réversible.

est leur . .
Dans cet Ztat statique, le virus peut se présenter scus 3 formes
tés et .
différentes
-ains .. it . . .
@) viriens complets inhibés dans 1'expression de leur information
breux P
génetique;
rande . 2 . .
. b) acide nucléique libre dans le moyau ou le cytoplasme, aprés
interruption des premidres &tapes du cycle de réplication;
Yus une . : . ) :
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51 cette derniére hypeothése est la bomne, il doit y aveir une grande

différence quahtitative selen 1'endroit off est intégré le géndme viral.
§'11 est intégré dans des cellules Zpithéliales, la multiplication de
celles-ci va augmenter la quantité d'information génétique virale; tel
ne sera pas le cas s'il est intégré 4 des cellules nerveuses qui ne

se multipliékt pas (Klein, 1976).

La théorie statique réunit actuellement le plus de partisans

(Rajcani et al., 1977), mais la question de savoir =i 1e génome viral
est ou non intégré, reste discutée.

On comnait actuellement trois systémes (Wermer et al., 1977; Tanaka et
al., 1978; Adams et Lindahl, 1975; Tanaka et Nencyama, 1974; Adams

et al., 1977}, ol 8C & 90 % de 1'information pgéndtique virale existe
dans des cellules non productives, sous la forme d'ADN circulaire
plasmidique non intégré, mals ce n'est pas toujours le cas (Andersson-
Anvret et Lindahl, 1978).

I1 se pourrait en derniére analyse, qu'une part du géndme viral existe
3 1'état non intégré et une autre 3 1'état intégré; c'est ainsi que
1'ADN circulaire plasmidique non intégré retrouvé dans des cellules
transformées par Herpesvirus saimiri (Werner et al., 1977), ne contien—
drait que 7% % de l'information génétique retrouvée dans les virions
libres. L'hypothdse que 1'autre partie du génfme est intégrée, ne
peut &tre &cartée, car d'autres expériences (Boldogh et al., 1977)
semblent confirmer que le géndme viral est complet dans les cellules

oll 11 est installé 3 1'état quiescent,

b) La récurrence.

La latence des virus herpétiques est entrecoupée d'accés de récur-
rence (Plummer et al., 1970). La gquestion de savoir pourquoi le virus
demeure 4 1'@tat latent et comment il est péactivé n'est pas encore
résclue. Pour beaucoup, le virus est maintenud 1'4tat latent par le
systéme immunitaire et une défaillance passagére de ce dernier auto-
rise sa réactivation (Babiuk et Rouse, 1979; Klein, 1376).

Les gluccocorticoldes, lorsqu'ils pfovoquent la réactivation du BHV1,
pourraient cependant agir par un mécanisme différent de celui de
1'immuncdépression (Davies et Carmichael, 1973; Pastoret et al.,

1978 b et o, 1979a).
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5°} Observations clinigues en Belgique.

Nous avons pu observer plusieurs foyers de maladie respiratoirs
typique, avec morbidité et méme mortallté Elevée (lors d'hygiéne défi-
clente), principalement dans des rassemblements de jeunes taureaux 3
l'engrais; l'aspect clinique de la maladie y &tait voisin de celul
décrit par Gilbert et al. {1976). Les figures 7, 8, 9, 10 illustrent
1l'exsudation (signe clinique dominant) et les lésicns du tractus
respiratoire observées chez les animaux de 1'un de ces foyers (isole-
ment IBR/Cul}.

Nous avons également assisté & 1'éclosion de la maladie chez des

vaches qui ont fait une forme respiratoire typique (isolement IBR Cu7);
ce troupeau n'avait aucune histoire ant&rieure de rhinctrachéite
infectieuse, n'était pas vacciné et avait vraisemblablement &té conta-
miné par l'introduction d'un bovin étranger. La plupart, si pas tous
les veaux més 4 cette &poque, sont morts en présentant notamment des
lésicns de la porticn antérieure du tube digestif, analogues d celles
déerites par divers auteurs {Baker et al., 1960; Thomson et Savan,
1963; Van Kruiningen et Bartholomew, 1964).

Dans un important troupeau laitier , la conjonctivite était le

symptdme dominant (isclement IBR/Cu2); des observations similaires ont
&té faites par.Wellemans (1975). Enfin, des cas de métrite aprés
opérations césariennes, ont &té décrits en Belgique (Wellemans, 1975;
Lomba et al., 1976 ) et du virus a &té iscléd 3 deux cccasione (souches
IBR/Cul et IBR/Cu4). Une souche (IBR/Cu9} a également &té& isolée

lors d'atteinte digestive antérieure chez un veau. Les symptomes
relevés chez les animaux inoculés par vole intranasale & 1l'aide d'une

souche isolée d'une forme respiratoire de la maladie, seront décrits

ultérieurement.
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Figure 7 . Exsudation nasale; forme respiratoire de la maladie

naturelle (isclement IBR/Cul).

 Figure 8. Trachéite nécrotique (isolement IBR/Cul).
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Figure 9. Bronchite (isolement TBR/Cul).

lie

Figure 10. Pneumonie associée (isclement IBR/Cul).
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B) ETUDES SUR L'EXCRETION, LA LATENCE, LA REACTIVATION ET LA REEXCRETION
DU BHY1.

PLAN.

12} Intrecducticon.

20) Mesure de 1'excrétion du BHVL et évolution des anticorps neutra-

lisants.
39) Effet de la dexaméthasone sur la latence du BHV1
3.1 Chez des animaux inoculds & l'aide d'une souche sauvage.
3.7 Chez des animaux inoculds avec des scuches atténues.
Lo) Effet de la eyclophosphamide sur la latence du BHV1.
59) Conclusions générales des &tudes sur 1'excrétion, la latence, la

péactivation et la réexcrétion du BHV1.

- 103 -




1°) Introduction.

Le BHV1 entretlent des relations particulidres avec son héte
et beaucoup d'aspects de cette relation restent obscurs. Le phéno-
méne de la ;ﬁtence est en fait excessivement complexe.

Il serait notamment intéressant de connaftre le mécanisme exact qui
provoque la réactivation du virus latent par la dexaméthascne, car
cela permettralt de wmieux comprendre gomment et pourquei un animal
cliniguement sain se transforme brusquement en animal contagieux.

Il reste aussi 3 préciser le site ofi le virus latent est implanté.
La vaccination contre la maladie étant trds répandue, il est égale-
ment nécessaire de savoir si les souches atténuées ='installent

d 1'état latent chez l'animal et si elles peuvent prévenir 1l'instal-
lation d'une souche sauvage d 1'état latent.

Enfin, la prophylaxie &tant essentiellement basée sur la stimulation
de 1a répense immmitaire de 1'amimal, {l faut évaluer la part que
prend celle-ci dans le contrdle et la maTtrise &ventuelle de la

réexcrétion.

2°) Mesure de 1'excrétion du BHV1 et &volution des anticorps neutralisants.

2.1. Introductiocn.

De récentes synthéses ont été consacrées aux possibilités de
diagnostic rapide en Virologie (Gardner, 1877), et 3 1'emplol diagnosti-
que de la microscopie &lectronique en Médecine vé&térinaire (Me Ferwan
et al., 1978; Bhatnagar et al., 1977, Ebermann, 1977; Mc Nulty, 1978,
England, 1978}. Diverses cbservations engageaient & vérifier la valeur
du procédé pour la diagnostic de la rhinotrachéite infectieuse )
bovine {Pastoret et al., 1978c).

Les relations de 1'excrétion du BHV1 aprés une inocculation expérimen-
tale de virus par voie intranasale sont relativement rares (Brown et
Bjornsen, 1859; Straub et Ahl, 1976). Aucune ne fait mention de

1'estimation du nombre de particules physiques &mises, ni du rapport

entre celui-ei et celul des particules infectieuses. T1 &tait dés

lors intéressant de mesurer le plus exactement possible, par isolement
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3 une inoculation expérimentale.

2.2 Matériel et méthodes.

a) Souches virales.

Pour 1'incculation, la souche TBR/CuS isolée d'un cas de maladie
respiratoire typique, et clonée sur cellules MDBK a &té utilisée.
Pour la séroneutralisaticn, la souche internationale de référence
IBR/Los Angeles a &t& utilisée. Cette suspension virale est standar-
disée, conservde dans l'azote ligquide et comporte 1000 particules
physiques pour 1 particule infectieuse.

b} Cellules.

Le titrage du virus et la séroneutralisation se font sur cellules

MDBEK.

c) Séroneutralisation.

~

Les sérums conservés 3 -20° C, ont €té inactiv@s par chauffage
4 56° C, pendant 30 minutes, et examinés simultanément.
Les tests de séroneutralisation ont &té& réalisés selon la microméthode
de Jenny et Wessman (1873). Pour chaque sérum on réalise, en double,
des. dilutions (Logz) dans des plagues pour microtitrage 3 fond plat
{Linbro Chemical Co). On ajoute ensuite, dans chaque cuvette, un volu-
me identique de suspension virale contenant de 30 d 100 DICC 50 % de

virus IBR/LA. Aprds 1 heure de contact & la température ambiante, on

introduit 25.000 cellules MDBK dans chaque cupule. Le titrage du

_virus est réalisé parallélement. Comme liguide de diluticn ou de

suspension, on utilise du milieu MEM additionné de 2 % de sérum foetal
de wveau, inactivé, et dépourvu d'anticorps spécifiques envers le BHVL.
Les plagues de microtitrage sont ensuite incub&es pendant 120 heures
d 37° C, dans une atmosphére contenant 95 % d'air sec et 5 % de COQ.
Le titre de chaque sérum est donné ﬁar la plus grande dilution neutra-
lisant 1'effet cytopathogéne du virus, et estimé selon la méthode de

Karber.

d) Animaux.

Une génisse et un taurillon de race Pie-Noire, de six mois




enviren, ont &t& utilisés. Ils &taient dépourvus d'anticorps neutra-
lisant le BHV1, avant l'instillation intranasale.

Chaque animal a regu, en instillation dans chacune des narines, 1
millilitre d'une suspension virale contenant, par millilitre ,B.lD5

unités formant plage (P.F.U.).

e) Prélévements réalisés, examen clinique.

Pendant 20 jours, les deux animaux ont fait 1l'objet, & intervalles
réguliers de 24 heures, d'un &couvilionnage nasal pratiqué 4 1'aide de
coton stérile, matériel respectant au mieux l'infectivité des particules
(Hanson et Schipper, 1976). Pour mesurer la quantité de matériel
prélevé, les Gcouvillons ont &té pesés avant et aprés chague préléve-
ment (Carmichael, communication perscnmelle); du milieu MEM dépourvu
de sérum y a &té ajouté, de facon & diluer dix fois le matériel prélevé.
Le pouvoir infectieux des prélévements a &t& mesuré extemporanément.

Les examens en microscopie &lectronique ont &t& pratiqués, aprés
congélation 4 -20° C, soit sur le mucus nasal non dilué, lorsque cela
£tait possible, soit sur les suspensicns diluées 10 fois.

De plus, chague jour, 3 la méme heure, il a &té procédé & un examen
clinique des animaux, 3 une estimatlion grossidre de 1'importamce du
jetage nasal, et 3 un relevé de la température. Du.sang a &té prélevé
le jour de l'imstillation, et ensuite toutes les semalnes pendant

1 mois.

£} Dénombrement des particules physiques.

Le nombre de particules physiques a été estimé selon la méthode de

Smith (1967), sur photographis, & un agrandissement de 15.000 x.

g} Titrage des particules formant plage.

Les particules infectieuses ont &té titpées par une technique de

plages sous agar & 1 %.

2.3 Résultats.

a) Titrage des particules infectieuses et physigques.

Le titrage journalier des deux types de particules (Figures 11,
12) montre chez les deux animaux, tme &volution sensiblement identique
de 1l'excrétion virale, commengant le lendemain de 1'incculation,

atteignant son apogée au troisigme ou quatriéme Jjour et devenant
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b} Evolution des anticorps neutralisants.

La figure 13 donne, pour la génisse et le taurillon, le résultat du
titrage aes anticorps neutralisant le BHVI.

Ceur-cl apparaissent dés la fin de la premiére semaine, atteipnent
leur plus haut niveau & la fin de la deuxidme semaine, puis déclinent

1légdrement.

c} Examen clinique.

Les Tigures 1l et 12 mettent en paralléle les symptémes cliniques
et l'excrétion en particules. Le pic d'excrétion virale corvespond

d celui de la fidvre et précdde celui du jetage qui a étd grossidrement

estimé.
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Figure 13. Teneur en anticorps neutralisants chez le taurillon et la

génisse.

2.4, Conclusions et discussion.

L'examen des figures1l et 12 fait apparaitre une différence assez
importante entre le nombre de particules infectieuses et celui des

particules physiques excrétées : en effet pour 1 particule infectieuse,
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on trouve 100 3 1000 particules physiques; ce rapport est grossié-
rement similaire 3 celui qui est observé en culture de cellules.
Cette différence ne peut &tre attribuée aux anticorps neutralisants,
puisgque les animaux en sont dépourvus 3 ce moment.

L'examen direct en microscopie &lectronigue permet un diagnostic
rapide et précoce de la rhinctrachéite infectieuse bovine puisque
l'excrétion en particules physiques dépasse pendant quatre & sept
jours, le seuil critique des 106 particules,

L'excrétion en particules infectieuses est décelable plus longtemps,
et se poursuit pendant plus de dix jours.

Si le pic d'excrétion virale correspond au pic thermigue, il n'en
va pas de méme pour le jetage. Celui-ci (figures 13 etiz !, qui est le
signe clinique indicateur et prédominant de la maladie, est absent
en début d'excrétion et ne devient abondant qu'au moment ol le nombre
de particules commence 3 décroTtre. Ceci implique que le diagnestic
de la rhinotrachéite infectieuse bovine, tant par examen direct en
microscopie électronique, gue par une technique d'isolement, a donc
le maximum de chance d'8*tre &tabli A la péricde fébrile, alcrs que les
autres symptdmes sont encore absents.

Ces ohservations confirment le fait biep connu que le risque de
contagion est plus important au moment de la poussée fébrile, avant
1'apparition des autres signes cliniques. Il y a lieu d'en tenir

compte dans la prophylaxie.

3°) Effet de la dexaméthascne sur la latence du BHVI.

3.1 Chez des animaux inoculés d l'aide d'une souche sauvage.

3.1.1 Introduction.

La persistance du BHVI chez les bovins infectds a &té trés tdt
1tobjet d'investigations {Mc Kercher et al., 1963; Straub et BShm,
1964) et sa réexcrétion intermittente a &té rapidement démontrée
(Snowden, 1965); Storen (1910) 1'avait d&33 suggéré et Snowdon (1965),

cite plusieurs observations faites en Europe d la fin du siécle précé-

dent et au début de ce sidcle, d'animaux présentant plusieurs accés
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de vulvovaginite, observations confirmées par la suite {(Parscnson,
1964; Snowdon, 1864, Stuadert ét al., 1964; Ulbrich et Hdase, 1973,
1974, 1975; Saxegaard, 1966; Kokles, 1871).
La réactivation du virus latent peut &tre provequée par les glucocor-
ticoldes, dont la dexaméthasone (Kubin, 1969; BSttcher et Mahler,
1970; Sheffy et Davies, 1972; Bitsch, 1973; Sheffy et Rodman, 1973,
Darcel LeQ. et Dorward, 1975; Gibbs et al., 1975; Dennett et al., 1876,
Wellemans et al., 197&; Correa-Giren, 1976, Pastoret et al., 1978c),
et d'autres stimull (Mensik et al., 1976).
La réactivation par les glucocorticoides n'est pas propre au wiprus
bovin puisqu'elle se produit pour d'autres virus herpétiques, dans
d'autres espéces, notamment le chat (Gaskell et Wardley, 1974;
Gaskell et Povey, 18977) et le lapin inoculé avec un virus de =inge
(Herpesvirus tamarinus) {(Mc Karthy et Tosolini, 1975}.

Le BHV1 a &t& réactivé par les glucccorticoldes, chez le gnou
{Connochaetes taqurinus) (Karstad et al., 1974) et chez des furets
(Mus tela putorius furc L.) infectés expérimentalement (Smith, 1978), ce
qui tendrait 3 démontrer que cette propriété est blen liée au virus.
Aprés avoir démontré que l'excrétion nasale du BHVL pouvait &tre suivie
au microscope €lectronigque, pendant plusieurs jours, le méme procédé
a &té appliqué, au cours de trois essais successifs, & 1'étude de sa
réexcrétion nasale consécutive a4 1'administration de dexaméthasone,
selon un protocols expérimental voisin de celul utilisé par Davies et
Carmichael (1973).

3.1.2 Matériel et méthodes.

a) Techniques virclogiques.

Elles sont identigues 3 celles décrites précédemment 3 ceci prés
que pour les tests de séroneutralisation et pour la préparation de
1'antigéne destiné au test d'hypersensibilité retardée, des cellules
testiculaires bovines primaires ou secondaires, cultivées dans le

méme milieu que celul destiné aux cellules MDBK, ont été utilisées.

b) Préparation de 1'antigdne viral desting & la réaction d'hypersensi-

bilité pretardée.

Le BHV1, de souche Los Angeles, est cultivé sur cellules testicu-
laires bovines primaires ou secondaires; lorsque 1l'effet cytopathogéne
est d son terme, les cellules sont congelées & -20° C, puis décongelées.
Le surnageant est alors débarrassé des débris cellulaires, par
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centrifugation & 2000 rpm pendant 15 minutes (Sorvall CLC-1} et
concentré 40 fois, & une tempé&rature de 4°C, par ultrafiltration sur
une membrane Millipore imperméable aux substances d'un poids molécu-
laire égal ou supérieur & 100.000 daltons. On ¥y ajoute ensuite de la
g-hydracrylolacton (Merck, B20650), de fagon 3 obtenir une concen-
tration finale de 0.02 % et 1'on chauffe pendant une heure 3 58° C.

Le liquide comcentré est alors test? en culture de cellules jusqu'a ce

qu'il me contienne plus avcune particule infectieuse et il est comser-—

v& & =20° C {Correa-Giron et al., 1975).

¢) Test d'hypersensibilité retardée.

L'antigéne concentré est injectd 3 la dose de 0,03 ml, dans le
derme de la région cervicale des animaux. Les réactions sont Evaluies
en mesurent 3 1'aide d'un vernier, 1'épaisseur du pli cutané avant

1'injection et 48 heures aprés celle-ci (Aguilar-Setian, 1978a) -

d) Animaux.

Deux bovins ont &té utilisés, le taurillon et la génisse de
race Pie-Noire, Zgés de B 1/? mois, qui deux mols et demi auparavant,
avaient fait une maladie expérimentale suite & 1'instillaticon nasale

de virus IBR/Cub.

e) Premier traitement par la dexaméthasone.

A partir du premier jour et pendant six jours, 3 intervalles de 24
heures, les deux animaux ont regu de la dexaméthasone (Opticortencl
0.5 %, CIBA), par vole intraveineuse, & la dose de 0,1 mg/kg de

poids vif (Davies et Carmichael, 1373}.

Le protocole expérimental précédemment décrit a &té suivi

chaque Jour, a la méme heure, apres prise de la température et relevé
des symptomes, 1l &tait procidé 3 un écouvillonage nasal et au
titrage des particules infectieuses et des particules physiques.

& partir du premier jour et pendant 1 mois, tous les cing Jjours, une

prise de sang a &té effectufe et le titre neutralisant des divers




sérums prélevés a &té &tabll, en le comparant 3 celui du dernmiepr sépum

cbtenu lors de l'inoculation expérimentale.

~

£) Deuxiéme traitement des mémes animaux d 1'aide de dexaméthasone.

A 1'dge de 11 mois, soit deux mois et demi plus tard, les deux animaux
ont regu par vole intraveineuse, pendant cing jours consécutifs, la
méme dose de dexaméthasone gue lors du premier traitement. Ils ont
ensuite &té examinés pendant 20 jours, suivant le protocole préoédem—
ment déerit. Des échantillons de sang ont &té prélevds pour le
comptage des globules blancs et des lymphocytes aux jours 4, 9, 14,
18, 30; des tests d'hypersensibilité retardée ont &t8 pratiqués les

jours -5, O, 4, g.

g) Treisiéme traltement des mémes animaux A 1'aide de dexamfthascne.

Les deux animaux alors dgés de 14 mois, e@nt regu par voie intraveineuse
pendant cing jours consécutifs, une double dose de dexaméthascne,
c'est-d-dire 0.2 mg dexaméthasone/kg de poids vif; ils ont ensuite
&té soumis pendant quinze jours aux examens précédemment décrits.

Du sang a &té prélevé aux jours O, 2, 4, 7, 11, 16, 29, pour le
comptage des leucocytes et des lymphocytes. Aux jours -3, 0, &, 7,

16, 29, les animaux ont &té injectés dans le derme avec de l'antigéne
concentré pour un test d'hypersensibilité retardéde. Un animal t&moin,
ayant fait une maladie naturelle, é&tait soumis aux mémes tests d'hyper-
sensibilité retardée répétés, mals sans avoir recu d'injection de

dexaméthasone.

3.1,3 Résultats.

a} Réexcrétion ewpérimentale aprés le premier traitement 3 1'aide de

dexaméthasone.

Des résultats du titrage journalier des deux types de particules
{Figures 14,15 ), il apparalt que les deux animaux présentent sensible-
ment le méme schéma d'excrétion : chez la génisse, les particules
physiques spparaissent dés la 243me heure et les particules infec-
tieuses 4 la 728me heure; chez le taurillon, les premidres sont
décelables & la 488&me heure, et les secondes a lé 96éme heure.

Le virus excrété au sixiéme jour par le taurillon, a &té isclé et

sérologiquement caractérisé comme &tant bien du BHV1 (souche IBR/T1/J06).
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Les titres en anticorps neutralisant restérent inchangés chez les deux

animaux pendant la durde de 1'expérience.
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Figure 17. Réexcrétion de-particules infectieuses par le mile, aprés

le deuxidme traitement par la dexaméthasone.

¢} Réexerétion expérimentale aprés le troisilme traitement 3 1'aide

de dexaméthasone.

La figure '18 montre la réexcrétion des particules infectieuses par
la génisse, consécutive au troisidme traitement, 3 double dose de dexa-
méthasone. Le virus excrété par ce sujet aux jours 6, 7, 8 a &té
iso0lé et sérologiquement caractérisé comme étant du BHVIL.

Aucune particule physique n'a pu &tre décelée. Le taurillon ne
réexcréta ni particules infectieuses,ni particules physiques.

Les titres des anticorps meutralisants sont restés presqu'inchangés
pendant toute la durée de 1'expérience.

L'action pharmacologique de la dexaméthascne a &té normale, ainsi gu'en
témoignent la déplétion lyﬁphocytaire chservée chez les deux animaux
et le falt que les tests d'hypersensibilité retardée &taient négatifs
au jour 0 et ne sont redevenus positifs que plus tard (Figures 19 et
20

Les tests d'hypersensibilité retardée (intradermoréaction) pratigqués
de maniére répétée, chez un animal témoin, n'ayant subi aucun traitement

d la dexaméthasone, ont toujcurs été positifs.
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aprds le trolsilme traitement par de la dexaméthasens.
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3.1.4 Conclusions et discussion.

Les résultats obtenus aprés une premiére série d'injections de
dexaméthasone, sont comparables, quant au moment de 1'excrétion des
particules infectisuses et d la séroneutralisation, 3 ceux obtenus
par Davies et Carmichael (1973) dans les mémes conditions.

Auvcun des symptimes habituels n'a accompagné la réexcrétion, observa-
tion qui avait déja été falte lors d'épisodes de réexcrétion survenant
dans les conditions naturelles (Van Nieuwenhuyse, 1957).

L'étude de la réexcrétion Je particules infectieuses et physiques
gprés une premidre série d'injections de dexaméthascne, montrs que les
particules physiques apparaissent bien avant les particules infectieuses;
cet écart peut s'expliquer par la neutralisation des particules infec-
tieuses au début de la réexcrétlion, puisque les animaux sont immuns.

L'excrétion des particules physigques peut débuter dds la 243me
heure qui suit la premidre injection de dexaméthasone. C'est précisé-
ment, im wvitro, le délai reguis pour obtenir dans le surnageant de
culture de cellules, pareilles particules en quantité &quivalente et,
in vive, leun d&lai d'apparition lors d'une inoculation expérimentale
(Pastoret et al., 1978a)}. Ces résultats sont en contradiction avec
les observaticns de Narita et al. {1978c) qui décrivent une inflamma-

tion du ganglion de Gasser, du 3éme au 1léme jour qui suit la premiére
injection de dexaméthasone et n'apergoivent de particules que du
H8me au 98me jour; ils en déduisent que le BHVL est demeuréd & 1'état
latent dans le ganglicn de Gasser.
Limiter l'observation aux seules particules infectieuses fausse cepen-
dant l'interprétation et 1'on sait qu'en cas de maladie expérimentale,
les ganglions de Gasser sont contaminds et montrent 2galement des
sipgnes d'infiammation dés le 48me jour (Davies et Duncan, 1974).
Divers auteurs ont wmontré (Aguilar-Setién et al.,1979b; Darcel Le Q.
et Dorward, 1975) que la réexcrétion du virus ne se produit qu'en
certains endroits, qui correspondent a la porte d'entrée du virus lors
de la primo-infection; 3 ce propus, 11 faut premarquer gue les deux
animaux examinés n'ont jamais présenté de symptomes génitaux, que ce
soit aprés l'inoculation expdrimentala, ou aprés les traitements 3 la
dexaméthasone.

L'ensemble de ces cbservations peut trouver une interprétaticn

satisfaisante, si 1'on admet, comme Davies et Duncan {1974}, que le
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virus s'installe 3 1'état latent, indépendamment dans les tissus
gpithéliaux et dans le tissu nerveux.

En effet, une réexcrétion guantitativement aussi importanté que celle
observde aprds un premier traitement 3 l'aide de dexaméthasone chez
les deux animaux, ne peut s'expliquer que par une multiplication

au niveau des cellules &pithéliales en dehors des cellules nerveuses.
Les différences entre les résultats observés aprés le premler et le
deuxidme ou troiszidme traitement 3 la dexam@thasone sont plus
difficiles 3 interpréter.

Une explication 'possible de ce phénoméne serait la suivante aprés la
premidre exposition i la dexaméthasone, la réactivation du virus se
produit indépendamment aux deux sites avec une quantité importante

de virus produite par les tissus &pithé&liaux. Aprés la deuxiéme et

la troisidme exposition & la dexaméthasone, le virus me proviendrait
plus que du systéme nerveux, ce qui permettrait d'expliguer & la fois
le faible niveau d'excrétion et le délal pretardé d'apparition.
L'autre explicatien serait une augmentation du controle de la réexcré-
tion par le systéme immunitaire, due & l'effet anamnestique provoqué
par la premidre réactivation.

La premifre réactivation s'accompagne en effet d'une intense réexcrétion,

corollaire d'une multiplication virale tout aussi intense, ce qui provoque

une augmentation notable de la teneur en anticorps neutralisants,
alors que les traitements ultérieurs par de la dexaméthascne, ne provo-
quant qu'une faible réexcrétion, ne sont pas suivis d'une augmentation
de la teneur.en ces mémes anticorps (invariance des titres).
Ces expériences me sont malheureusement que préliminaires, et devralent
Stre poursuivies en utilisant diverses souches de BHVI, différant par
leur affinitd pour le systéme nerveux.

L'excrétion des particules physiques peut débuter dés la 2Y4éme
heure qui suit la premiére injection de dexaméthasone.
Cette observation incite 3 penser que la réactivation du BHVI chez les
boving, & l'aide de dexaméthasone, pourrait &tre due & un mécanisme
dlagtivation divecte des cellules infectées de maniére latente.
Des travaux récents entrepris sur la latence du virus herpes =simplex

vienment 3 1'appui de cette hypoth3se (Puga et al., 1978}.




Contrairement 4 l'opinion de Kuttler et Adams (1977), Davies et
Carmichael (1973} avaient 4613 suggdré que la récurrence de 1'excré-
tion du BHVL aprés injection de dexaméthasene n'était pas directement
imputable & l'immunodépression, mais que 1'immunit® 3 m&diation
cellulaire peut s'avérer importante pour décider de la sévérité et

de la durée'ﬁe 1'infection récurrente. Les réactions immunitaires
permettraient donc d'expliquer comment 1'animal parvient 3 maitriser
la réactivation et la réexcrétion, mais leur déﬁression ne permettrait
pas d'expliguer le déclenchement de celles-ci.

D'un point de vue épizooticlogique, 1'induction de la réexcrétion
du BHV1 par les glucocorticofdes a aussi son importance et est parti-
culigrement préjudiciable dans 1'espéce bovine, car, comme la parturi-
tion se déclenche 3 l'intervention de corticostéroides (Derivaux et
Ectors, 1973), l'emploi de la dexaméthasone avait &té préconisé pour
provoguer le part chez les bovins (Muller et al., 1975; Terblanche et
al., 1876y Allen et Herring, 1976; Lindell et al., 1977).

Au vu de ce qui précéde, cette technique parait dangereuse, car elle
peut susciter, pendant plusieurs jours, une intense excréticn du
BHV1, exposant le veau, s'il a des relations privilégiées avec sa

mire, 3 une forte pression d'infection.

3.2 Chez des animaux inoculés avec des souches atténudes.

3.2.1 Introduction.

L'usage généralisé de souches atténudes pour la vaccination du
bétail, a sculevé le probléme de la séewrité de leur emplei.
I1 est en effet impertant de savoir si ces souches s'installent ou pon

d 1'état latent chez 1'animal aprids vaccination, en risquant ultérieu-

rement de revenir 4 un phénotype virulent.

La preuve de l'installaticn des souches vaccinales 3 1'état latent
était difficile & apporter, principalement du fait de 1'zbsence de
marqueurs. On dispose cependant d'une souche atténuée thermosensible
(ts) facilement différenciable des souches conventicmmelles par ce

caractére; d'autre part, la technique d'électrophorése des brins d'ADN
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aprés digestion par des endonucléases a fourni un outil particulis-
rement pulssant en épidémiologle moléculaire. Ces deux types de
marqueurs ont &té utilisés pour 1'étude de la latence et de la réac-
tivatlion des souches atténuées, dans le présent travail.
Une autre chose est de savoir si les souches atténuées adminis-
trées par vole nasale, peuvent ou non prévenir l'installaticn d'une
souche sauvage & 1'&tat latent. 5i ces souches atténuées n'y parvien-
nent pas, il devient important de connaitre quelle est la souche réac-
tivée lorsqu'ure réactivation se prodult et si des recombinaisons entre
souches peuvent survenir.
D'autre part, comme le mutant ts ne peut théoriquement pas envzhir les
cellules nerveuses, mais bien les cellules éplth&liales (Zygraich et
al., 1974b), sa réactivation peut signifier que le site de la latence
se situe au niveau de ces derniéres.

Le présent travail décrit les essais de réactivation de deux
souches atténuées administrées par voie nasale (is et non—ts),é
1l'aide de dexaméthasone, ainsi que l'étude de dlvers paramétres de la
réaction immmitaire, en vue d'essayer de comprendre le mécanisme
par lequel la dexaméthascne agit et le rdle de la réponse immunitaire

dans la prévention des accés de réexcrétion.

3.2.2 Matériel et méthodes.

a) Cellules et vipus.

Les cellules GBK (Georgia Bovine Kidney) ont &té cultivBes dans
du milieu MEM contenant 10 % de sérum foetal comme précédemment
décrit (Babiuk et Rouse, 1976h).
Le virus vaccinal ts (Norden) et le non-ts {Connaught) ont &t& culti-
vés d partir de vaccins du commerce, en infectant des cellules GBK.
Les cultures infectées ont &té incubées respectivement d 35° C pour la
souche ts et 3 37° C pour la scuche Connaught (Con. IBR) jusqu'i
l'obtention d'un effet cytopathogdne complet. Les cellules et le surna-
geant ont alors &té& récoltés puis soumis d deux cycles de congélation-dé-
congélation, avant d'éliminer les débris celluléires par centrifugation
(1000 g pendant 10 minutes). Cette -derniére suspension a &té utilisée
pour vacciner les animaux. La souche sauvage 108 (virulente) utilisée

pour infecter les animaux aprés vaccination, nous a aimablement &té

fournie par le Docteur C. Darcel le Q., de l'Animal Disease Research
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institute, & Lethbridge, Alberta, Canada.

b) Animaux.

Des bovins de race Hereford, en bomne santé, mdles ou femslles,
Gg€s de meuf moiz et dépourvus d'anticorps neutralisant le BHV1
ont été,au hasard, divisés en deux groupes de & animaux chacun.

Un groupe a &té vacciné par vole intranasale, avec le virus ts alors
que l'autre groupe 1'était avee la souche Con-IBR (2.106 PFU/animal).
Cing et six semaines plus tard, des écouvilionages nasaux et des
&chantillons de sang ont étd prélevés & chaque animal pour des tests
de séroneutralisation, de cytotoxicitd 3 médiation cellulaire dépen-
dante des anticorps et de transformation lymphoblastique afin de
mesurer l'immunité conférée par la vaccination et pour des examens
hématologiques, afin d'ebtenir un profil hématologique de chaque
animal. Les animaux ont ensuite subi pendant cing jours consécutifs
des injections répétées de dexaméthasone (0.1 mg/kg de poids corporel).
Des &couvillonages nasaux ont &t& obtenus tous les jours de chaque
anlmal pour titrer les particules infectieuses émises et des échan-
tillons de sang ont &té& prélevés tous les deux jours pour mesurer les
_variations hématologiques et immunologiques.

Trois semaines aprés ia fin du premier traitement par de la dexa-
méthasone,le groupe d’animaux vaccing avec le mutant ts a &t& inoculé a
1'aide de la souche szuvage 108 et le groupe vaccing avec la souche
Con-IBR a &t€ & nouveau traité par de ia dexaméthasone comme déerit
plus haut; les deux groupes &taient & nouveau soumis 3 des &couvillona-—
ges nasaux et 3 des préldvements sanguins comme précédemment.

Quatre semalnes aprés l'inoculation de la souche sauvage 108, les api-
maux vaccinds avec le mutant ts ont &té soumis au méme traltement

par de la dexaméthasone et aux mémes prelevements.

L'ensemble des manipulations effectufes sur ces animaux est schématisé

dans la figure 21.
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Figure 21. Schéma expérimental de manipulation des animaux (d'aprés

» les anl- Infect. Tmmun., 1980, 28, 484 .
amen’t
schématisé c) Isolement et titrage du virus.

Le virus a été &lué & partir des &couvillons (Falcon N® 2009)
en las agitant & 1'aide d'un vortex dans un volume de MEM dix feis
supdrieur. Le virus a été titré en microplaque, comme décrit par

Babiuk et collaborateurs (1975).

- 123 -




d) Séroneutralisatiomn.

Des diluticns doublés de éérum ou de plasma inactivés, ont &té
préparées et 0.25 ml a &té mis en contact pendant 1 heure 3 37° ¢
avec un volume équivalent de BHV1 (102 EFU).

Chaque dilution était ensuite ajoutée, en double, 3 des cupules de
microplaques contenant des cellules GBK en couche monocellulaire.
Aprads une périocde d'adsorption de 1 heure,} 37° C, le surnageant

€tait &té€ et remplacé par du milieu MEM contenant 2 % de sérum foetal.
Aprés 48 heures d'incubatlion, les cellules &taient fixées et colorées
et le titre viral déterminé, comme décrit par Babiuk et collaborateurs

(1975).

~

e) Réacticn de cytotoxicitd 4 médiation cellulaire, dépendante des
anticorps (ADCC).

Cette p2action a ét€ effectuée comme décrit par Rouse et al.
{1976). Bridvement, les dilutions de plasma dtaient ajoutées sous
un volume de 20 pl 3 guatre cupules de microplagque contenant chacune
100 pl de cellules GBK infectées par du BHVL et marguées au
5 Cr et 100 ul de cellules polymorphonuclédalres (PMN) d'origine
mammaire .,

Les cellules polymorphonucléaires étaient obtenues en stimulant la

glande mammaire d'une génisse vierge avec 5 ug de lipopolysaccharide

d'Bs cherichia eoli (0128 B12 Difco){Wardley et al,,1976a et b).Le rapport

entre PMN et celiules cibles &tait de 50 : 1. Les témoins comprenzient
des cupules dépourvues d'anticorps ou de PMN.

Les résultats sont exprimés par la plus grande dilution du plasma
encore capable de sensibiliser les cellules cibles et permettant

la libération spécifique du SlCr aprés 14 heures de contact.

f) Test de transformation lymphoblastigque,

Les lymphocytes du sang périphérique ont &té préparés comme
décrit par Rouse et Babiuk (1874). Bridvement, le sang était récoltd
par ponction veinesuse dans des seringues héparindes (5 UI/ml de sang
collecté). Le "buffy ccat" était obtenu par centrifugation 3 BOO g
pendant 20 minutes 3 4° C et déposé sur 3 ml de Ficoll-Hypaque
(densité & 25° ¢, 1.097 g/cms, Ficoll-Pharmacia; Hypague-Winthrope).
Aprés centrifugation & 40D g pendant 20 minutes, les cellules enrichies

en lymphocytes &taient lavées une fois dans une solution saline de
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Hanks, avant la lyse des queloues érythrocytes 3 l'aide de 0.83 %
de chlorure d'ammonium. Les cellules &taient ensuite rincées deux fois
dans la solution saline,dénombrées et mises en suspension d une concentra-
tlon de 1.106 cellules par millilitre dans du milieuy RPMI-1640 contenant
10 % de sérum foetal. Les cellules &taient ensuite réparties 4 raison

de 1 ml par tube, dans & tubes de culture (Talcon No.2054}. Trois

d'entre cux &talent incubés pendant 96 heures avec des antigénes de

BHV1 irradiés aux U.Vs, les trols autres servant de témoins.

Vingt-quatre heures avant l'arrét de la culture, 1 wCi de methyl—a{H)‘
thymidine &tait ajoutde 3 chague tube. Les cultures étaient précipi-

=

tées 3 1'aide d'acide trichloracétique (TCA) & 10 %, réceltées sur
filtres, lavées & 1'aide d'une solution contenant 5§ % de TCA dans 95 %
d'4thancl, séchées et placées dans du liquide de scintillation. Les
dchantilleons &talent ensuite comptés.

L'indice de stimulation se calcule par le rapport entre la valeur
moyenne du nombre de coups des &chantillons pourvus d'antigéne et

celle des échantillens dépourvus d'antigéne.

g) Analyse de 1'ADN des isclements de BHV1 aprés digestion par des

enzymes de restriction.:

L'ADN viral &tait purifig par la technique de Pignatii et colla-
borateurs (1979). Les solutions d'ADN &taient digérées par les endonu-

cléases Hind 117 ou Ece RI, puis soumises 3 1'électrophorése.

3.2.3 Résultats.

a) BEffet de la dexaméthasone sur les paramétres hématplogigues.

Comme le montre la figure?22? , le traitement des animaux 2 1'aide
de dexaméthasone a produit un rapide et trd@s net accreissement du
nombre total de leucocytes circulants. Cet accroissement est apparu
dans les 24 heures qui suivaient le début du traitement et résultait
d'une trds forte augmentation du nombre de polymorphonucléaires neutro-
philes (1.5 x 103/mm3 i 12 x 103/mm3) et d'une l&gére augmentaticn des
monocytes. Ces augmentations compensaient largement une diminution
sensible (2x) des lymphocytes. L'administration continue de dexamé-
thasone a été sans influence; en effet, au quatrigme jour du traitement,
les paramétres hématologiques revenaient & la normale et 3 jours

aprés la fin du traitement tout &tait rentré dans 1'ordre.
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Figure 22,

JOURS APRES LE TRATTEMENT FAR DE LA
DEXAMETHASCNE.

Effets de la dexaméthascne sur les différentes populations

de leucocytes du sang péribhérique.
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b) Réactivation des souches vaccinales -et caractérisation des socuches

Aprés le premier traitement des animaux 3 1'aide de dexaméthascne,
6 parmi les 8 animaux vaccinés 3 l'aide de.la souche Con-IER et 7
parmi les B animaux vaccinés 3 1'alde du mutant is excrétérent du BHV1.
Tous les apimaux présentdrent une augmentation de la teneur en
anticorps spécifiques anti BHVI.
Les animaux du groupe Con-IBR qui n'avalent pas excrété de virus
aprés un premier traitement d la dexaméthasope, 1'ont fait apreés le
second tTraitement.
L'excrétion de particules infectieuses &tait décelable 3 partir du
dernier jour de traitement et a duré jusque 8 Jjours. Certains animaux
dans les deux groupes ont excrété jusqu'a B logs de virus/ml de sdcré-
tion nasale, mais, en moyenne, les animaux vaccinés 3 1'aide du
mutant ts ont excrété plus de virus (5.25 logs contre 3.75 logs) sur
une plus lengue période. En outre, chez les animaux vaccinés par
Con-IBR, ia moyenne d'excréticn en particules infectieuses Ztait infé-

rieure aprés un second traitement par dexaméthasone (Tableau 11).

Tableau 11.

Réactivation des souches vaccinales aprds traitement 3 llaide de

dexaméthasone .
Groupes d'animaux| Nombre Niveau Durée de Niveau
d'animgux dlexcrétion 1'excrétion d'exerétion
qui excrétent primaire secondaire
Con-IBR 6/8 2.10%-3.10% 2 - 5 jours 2.10°-1.10"
(3.75)% (3.4)%x (2.6)%
ts-1BR 7/8 3.1@3—2.108 1 - 8 jours
(5.25)% (5.3 %%

% Les valeurs entre parenthéses représentent le niveau moyen d'excré-
tion le jour aprds la cessatlon du traitement par dexaméthasone.
%% Les valeurs entre parenthéses représentent la durée moyenne dlexcré-

tion pour tous les animaux qui excrétérent du virus.
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Les virus isclés des animaux préalablement vaccinés 3 1'aide du

¢) Etat immun:

mutant ts étalent bien des souches thermosensibles comme 1'a démontrd Aprés le
1'inhibition de croissance 3 39° C, .
ibi i an en anticorps s

Dans tous les cas, l'électrophordsze des i AfADN aprés digestion ran
’ P brins 3 g cytotoxicitd 3

par des enzymes de restriction a montré que ces virus thermosensibles
dans les deux
isolés chez les animaux aprés réactivation &taient identiques 3 la

souche primitivement utilisée pour vacciner les animaux et diffépaient
de la souche Con-IBR ainsi que des souches réisoldas chez les animausx

vaccinés par ce virus (Tableau 12). sodio

Tableau 12. (D'aprés Infect. Immun., 1980, 29, L8E). 4018

Peids moléculaires des brins d'ADN aprés digestion par des endonucléases soye

(Eoo RI et Hind III) pour les souches ts IBR et Con-IBE. 20ta

Titre ADCC X 100

Fragments
Enzymea

Poids moléculaire
Con-IBR ts IBR {x108)

Titre de neutralisation
1

A

EcoRL A

=

35
13.7
11.95
11.86 |
11.2 A Avant traiteq
9.69 la dexamétha
6.02
4.5

12.88
12.3 C
10.9
10. 44
9,45
G 8.3
.9
.66
.0
.79
2
L2

w
o

(9]

+

[w)
(@]

Aprés un pre

par de la de
HindITI

Aprés un sec
par de la de

T+ Moo @ o™
SHID+ MA@ oo

=R
= B
=R UL Gt

Les souches Con-IBR isolées aprés un second traitement &taient plus

syncytiales que la souche utilisée initialement.
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dane les deux groupes (Figures 23 et 24},

Aprds le premler traitement par de la dexaméthascne la teneur
en anticorps séroneutralisants et intervenant dans la réaction de

cytotoxicitéd i médiation cellulaire dépendante des anticorps, a augmenté

Figure23d . Niveau d'excrétion
virale et des »é- -
ponses lmmunitairves
des animaux vaccinés
3 1l'aide de la sou-
che Con-IBR et trai-
tés par la dexamé-
thasone.

%‘ Niveau d'execrétion virale

D Titres séroneutralisants

Titre des anticorps in-
tervenant dans 1'ADCC

e | Transformation lympho-
blastique vis d vis du
BHVL

(D'aprés Infect. Immun., 1980,
29, 487).




Titre de neutralisation

10

X

A Avant traitement par de

B Aprés un premier traitement

D

Figure 24. Réponses lmmunitai-

res des animaux vaccings a

100 a
01 = l"aide de la souche ts-IBR
q
w . 5 £ apréds plusieurs types de traite-
<
7o w . P
8 I ment. Ces animaux ont ét& wac-—
w0 n o
oom - . - .
n @4 C¢inégs par vole intranasale puis,
=
.,_.'g -~ = - L gl -
204 - £ Zpres sixX semalnes,ont &té trai-
; e .
2 B v E tés 4 1'alde de dexaméthascme.
n
201 8  Trois semaines aprds ce traite-
-
fo1 o - P P
a ment, 1ls ont &t2 inoculés 3
i

1Taide d'une souche virulente

(souche 108) puis guatre semai-
nes plus tard, 2 nouveau trai-
N

tés d 1'aide de dexaméthascne.

D Titres séroneutrallsants

la dexaméthasone

par de la dexaméthasone Titre des anticorps inter-

s venant dans 1'ADCC
Aprés ino&ulation d'une
‘gouche wvirulente

Transformation lymphoblas-
tique vis & vis du BHVL.

Aprés un second traltement

par de la dexaméthasone (D'apr3s Infect. Immun., 1980,

29, 487).

-~

De méme, l'immunité & médiation cellulaire vis-Z-vis du BHV1 a &t2
accrue comme le montrent les tests de transformationVlymphoblastique.
Aprés le second traitement par de la dexaméthasone des animaux vaccinés
4 1l'aide de la souche Con-IBR, seule une 13gSre augmentation des vépon-
ses immunitaires de type cellulaire a &té& cbservée (test de transfor-
maticon lymphoblastique) alors gu'lil y avait invariance des réponses
sérologiques. Les animaux qui n'ont pas réexcrété de virus ont cepen-
dant présenté une augmentation de leur indice de stimulation en trans-

tormation lympheoblastique.
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@) Effet d'un traitement par la dexaméthasone chez des animaux vaccinés

(ts) et inoculés par la suite avec une souche sauvage.

Tous les animaux vaccings 3 1l'aide du mutant ts excrétérent du
virus sauvage (socuche 108) aprés aveir été infectés, certains pendant
b jours, et présentdrent des 1lésions typiques au niveau du tractus
respiratoire antérieur.

Aprés cette infection, une trés forte stimulation immunitaire a &té
obsepvée quel que soit le paramdtre &tudié (figure 24).
Aprés traitement ultérieur par de la dexaméthasone, aucune excrétion

virale n'a pu &tre démontrée; certains animaux ont cependant présenté

une augmentation significative de leur indice de stimulation {test de
transformation lymphoblastique) comme 1'atteste la figure o4,
Les sécrétions nasales de certains animaux pouvaient neutraliser plus

de 5 logs de virus in vitro.

3.2.4 Conclusions et discussicn.

Le trajtement & l'aide de dexaméthasonme, de bovins vaccings par

inoculation intranasale de souches atténuées de BHV1 (Con-IBR et ts-IBR),

provogque des modifications importantes dams le nombre de leucocytes-
circulants et la réactivation du BEV1.

La fréguence de cette réactivation est ldentique qu'il s'agisse d'ani-
maux vaccinés aﬁec la souche Con-IBR ou ts-IBR.

Ces résultats démontrent que ces deux types de souches atténues s'ins-
tallent & 1'état latent chez 1'animal vaccinéd avec autant de succés que
les souches sauvages.

En fait, tous les animaux appartenant au groupe Con-IBR &taient
porteurs latents de BHVL, puisqu'ils réexcrétérent du virus solt aprés
le premier, soit aprés le second traitement; 7 des 8 animaux vaccinés
avec le ts-IBR ont réexcrété des particules infectleuses; le seul d
ne pas l'aveir fait a cependant subi une profonde stimulation antigé-
nique et, contrairement & 1l'expérience précédente, les particules
physiques n'ont pas &té recherchées cette fois-ci. Cn est denc en
droit de conclure que tous les animaux deviennent porteurs latents de
BEVL aprés infectiom naturelle ou vaccinale.

Les souches réactivées étaient bien les souches vaccinales comme

1'ont démontré la recherche de leur thermosensibilitZ de multiplication




et la comparalson entre souches réactivées et vaccinales par électro-
phorése des brins d'ADN aprés digestion par des endonucléases.

Toutes les souches: réisolées chez les animaux vaccinés par le mutant
ts avaient conservé ce caractére, ce qui témolgne de la stabilité de

=

ce margueur et suggfre que le virus installé a 1'état latent chez un
animal, est bien représentatif de l'emsemble de la population utilisée
pour l'infecter.
L'observation que les souches réisolées aprés un second traitement des
animaux du groupe Con-IBR, sont plus syncytiales que la souche iInitizle
mériterait cependant confirmation. En effet, la question .de savoir
si le génotype ou la virulence changent aprés des réactivations répétées
et si des recombinaisons surviennent entre souches sauvages et vacci-
nales, n'a pu étre résclue puisque les animaux vaccinés par ts-IBR
et infectés par la souche 108 n'ont pas réexcrété de particules infec-
tieuses lors du second traitement par la dexaméthasone. De méme, la
question de saveir si la vaccination 4 l'aide du mutant ts prévient
l'installation d'une scuche sauvage & 1'état latent, reste provisolire-
ment posée.
La raison de 1'impossibilitZ de mettre des particules infectieuses en
Evidence dans ce dernier cas, doit notamment &tre trouvée dans la’
trés haute tencur en anticorps locaux présents chez ces animaux.
Si 1'on avait attendu que l'immunité de ces animaux ait décru, il
aurait sans doute &té possible d'isoler des souches réactives et de
les étudier. En effet, la moyenne d'excréticn chez les animaux vacci-
nés par Con-IBR était inférieure i celle chbservée chez les animaux
vaccings par ts-IBR et la durée d'excrétion plus longue chez ces
derniers. Ces différences tiennent vraisemblablement au fait que les
animaux vaccinés par le mutant ts avalent produit une répeonse immuni-
taire meins botne que les autres. En outre, dans le groupe Con-IBR,
la moyenne d'excrétion des particules infectleuses &talt inférieure
aprés un second traitement par de la dexaméthasone, c'est-3-dire au
moment od les animaux étalent dans un meilleur état immun.
Cette relation entre niveau d'excrétion et &tat immun des animaux
plaide en faveur du rdle de l'immunité dans la malitrise des accés de
réexcrétion) maitrise qui peut &tre compléte si 1'immunité est suffisam-
ment développée.

L'absence ou la quasi absence de réexcrétion entraine l'invariance

de 1'immunité humorale par une trop faible stimulation antigénique;
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une stimulation antigénique a cependant bien lieu comme en témoigne
souvent l'augmentation de 1'indice de transformation lymphoblastique
chez des animaux gui n'ont pas réexcrété.
La réactivation doit donc &tre dissociée de la réexcrétion.
La réactivation peut survenir =ans gque la réexcrétion soit décelable,
car 1l'ensemble des mécanismes immunitaires contrarie la formation ou
la survie des particules infectieuses.

Cette dissociation entre réactivation et réexcrétion est en
faveur de 1'hypothése d'un mécanisme d'action directe de la dexamétha-
sone sur les cellules infectées de maniére latente. En effet, la réac-
tivation semble toujours aveir lieuw qu'elle seolt ou nen accompagnée
de réexcrétion et quel gque soit l'état immun des animaux. Si 1'état
immun des animaux est fort développé, 1'immuncdépression provoquée par
1l'injection de dexaméthasone est insuffisante pour emp@cher 1'organisme
de contrBler la réexcrétion. La réexcrétion est vraisemblablement
maltrisde non seulement par neutralisation des particules infectieuses
émises, mals aussi par inhibition de la multiplication virale comme
en témoigne 1'impessibilité de détecter des particules physiques
(Pastoret et al., 1879a) et 1l'absence de sérogonversion lors de trai-
tements répétés par la dexaméthascne.
11 faut meptionner que les mécanismes immunitaires mis en place par
l'organisme & 1'issue d'upe primo-infecticn (vacclnation), différent de
ceux disPDniblés aprés une premidre réactivation. Cette derniére
provoque une trés nette augmentation de phénoménes comme 1'ADCC et la
transformation lymphoblastique. Cette augmentation de 1'ADCC
s'explique partiellement par le fait gu'aprds une premidre stimulaticn
antigénique, ce sont les anticorps de classe IgM qui prédominent, alors
que ce sont principalement des LgG aprés une réponse anamnestique; les
TgG interviennent dans le mécanisme de 1'ADCC contrairement aux IgM
(Aguilar-Setidn et al., 1980a} et 1l'injection de dexaméthasone
mobilise chez l'animal les monccytes et les nmeutrophiles qui portent
des récepteurs Fc et interviemnnent dans 1'ADCC, L'organisme serait
donc beauccup mieux & méme de contrecarrer la multiplication virale
(cytotoxlcité) aprés une seconde stimulation antigénique.

Le présent travail ne permet pas de mesurer les parts respectives
que premment les processus d'immunité humerale ou d médiation cellu-
laire dans la maltrise des accds de réexcrétion, mais démontre que

l'immunité joue un pSle important d ce niveau; il est plus difficile
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d'expliquer comment la dépression des mécanismes Ilmmunitaires
interviendrait 3 elle seule pour déclencher la réactivation. La
dexaméthasone n'altére pas profondément 1'&tat immun de l'animal,

meme si elle déprime certains mécanismes. Elle supprime les réactions
d'hypersensibilité retardée au BHVL {Pastoret et al., 19794) et le
nombre de lymphocytes présents dans la cipeulation diminue trés rapi-
dement aprés une injection; 1'addition de dexaméthasone au milieu de
culture supprime +xn vitrc la transformation lymphoblastique.

Chez 1'animal infecté de maniére latente, la dexamdthasone pourrait
aglr par deux mécanismes agissant en synergie, 1'un d'activation direc-
te des cellules infect®es de maniére latente qui d&clenche la réactiva-
tion, L'autre de suppression temporaire et partielle de 1'immunité,

ce qui permet dans certains cas 3 la réactivation de s'exprimer

b
pleinement sous forme de réexcrétion. L'actlion immuncdépressive de la
dexaméthasone doit €tre trés brdve puisque le nombre de lymphocytes
circulants retourne 3 la normale pendant la durée du traitement et
qu'une réponse immunitaire amamnestique s'installe tout 4 fait norma-
lement.

Le mutant ts du BHVI s'installe & 1'état latent chez les animaux
vaceinés. Or Zygraich et al. {1974Dblent démontré qu'il pouvait
envahir les cellules é&pithéliales, rais pas le tissu nerveux.
I1 faut donc admettre que le site de latence du BHV1 se situe, au moins
en partie, au niveau des cellules &pith&liales. Il devrait &tre possi-
ble de produire des mutants ts qui ne s'installent pas & 1l'&tat latent,
car pareils mutants ont &t€ déecrits pour l'herpes simplex (Gerdes et al.,

19793 Lofgren et al., 1977). Pareil mutant du BHV1, s'il conférait une

immmité satisfaisante, serait un vaccin atténué idéal.

4°) Effet de la cyclophosphamide sur la latence du BHV1.

4.1 Introduction.

Les travaux précédents portant sur l'excrétion et la réexecrétlon
du BHV1 chez le bovin avalent montré que la réactivation du virus
provoguée par l'injection de dexaméthasone, pouvait &tre due 3 l'action
directe du médicament sur les cellules infectées de maniére latente.

La réactivation ne résulterait pas directement de 1'immunodépression
associée d l'injection de dexaméthascne, méme si la défaillance

passagére de la surveillance immunitaipe est souvent invoguée pour
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expliquer le déclenchement des accés récurrents d'autres herpesvirus

(Klein, 1976).

La

al, D'autre part, 1'immunodépression engendrée par l'emploil de glucocor—

Sact ions ticoldes ne s'accompagne pas nécessaipement d'accds récurrents

t ie pour d'autres virus herpétiques que le BHV1 (Hurd et Robinson, 1976;

s rapi- Underwood et Weed, 1974; Stevens et Cook, 1873}, alors que la dexamé-

teu de thascne parvient d réactiver ce dernier dans toutes les espdces infec-
tées ol elle a été employée {Karstad et al., 1974; Smith, 1978). Un

prait mécanisme plus spéecifique que 1'immuncdépression doit &tre envisapgé,

on direc- Afin de vérifier cette hypothdse, 1l'effet de wédicaments immunodépres-

réactiva- seurs autres que la dexaméthasone sur la réactivation du BHVL "n viwvo

nité, méritait d'€tre étudié. La cyclophosphamide (Connors et al., 1972)

n est connue pour son action lmmuncdépressive (Balow et al., 1975) et

ve de la pour son aptitude 3 réactiver certains virus herpétiques (Vindevogel

cytes et al., 1980; Vindevogel et Pastoret, 1980), mais pas tous (Price et

+ at Schmitz, 1978; Blyth et al., 1976, Hough et Rcbinson, 1975).

norma— Elle déprime essentiellement les lymphocytes B, mais aussi partiel-
lement les T. Le présent travail se propose de décrive les résultats

animaux de 1l'administration d des bovins porteurs latents de BHVL, de cyclo-

+ phosphamide 3 une dose correspondant 3 celle utilisée en milieu ;
hosplitalier, pour la médecine humaire, en cas de traitement d'attague

au meins 2 dose massive.

re possi-

t latent, 4.2 Matériel et wéthodes.

des et al.,
v . ’ -
gralt une a) Animaux.

Un taurillon et une génisse de six mois environ, respectivemsnt
de vrace Pie-Rouge et Pie-Nolre, ont &té utilisés. Tous deux é&talent
dépourvus d'anticorps neutralisant le BHV1 avant 1'infection

expérimentale.

b) Souches virales et cellules utilisées.

crétion Pour 1'infection expérimentale des animaux, la souche IBR/Cu7 iso-—
Tus lée en 1877 lors d'un épisode de maladie respiratoire associée d des
1'action mortinatalités de wveaux, a été utilisée; cette souche a &t& clonée
tente. sur cellules MDBK, par 3 passages successifs scus agarose 3 1 %. i
ession Pour la séroneutralisation, la souche IBR/LA a &té utilisée.

e

pour
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La suspension virale standardisée est conservée dans 1'azote liquide
et contient 1000 particules physiques pour une particule infectieuse.
Pour le titrage des particules infectieuses, on s'est servi de cel-
lules MDBK et de cellules GBK,alors que pour les examens de séroneu-
tralisation, des cellules testiculaires bovines primaires ou secon-
daires ont é%é utilisées. Le titrage des particules infectieuses et

physigues et la séromeutralisation ont &té réalisée comme précédemment

décrit,

c) Caractérisaticn des souches péisolées.

Le virus résxcrété a &té€ sérelogiquement caractérisé 3 1'aide
d'une technique de séroneutralisaticn par péduction du nombre de

plages, avec un antisérum anti-IBR préparé sur lapin {(Hoskins, 1967).

d) Infection expérimentale.

Pour 1'infection expérimentale, deux millilitres d'une suspension
virale contenant 107 particules infectieuses par millilitre (valeur
exprimée en unitds formant plages) ont &té instillés dans chagque nari-
ne des deux animaux. Ils ont également &té inoculés au niveau
conjenetival ,par imprégnation au-dessous de chagque paupiére, 4 1'aide
d’un Zcouvillon stérile préalablement plongé dans la mEme suspension
d'IBR/Cu7.

L'execrétion virale a été contrSlée deux jours aprés 1'inoculation

expérimentale.

e) Traitement par la cyclophosphamide..

Trois mois aprés 1'inoculaticn expérimentale, les animaux ont &té
pesés (Taurillon : 280 kg; Génisse : 190 kg), puis ont regu, par
voie Iintraveineuse, une dose massive de cyclophosphamide (Endoxan,
Cilag-Chemie(:), 2 raiscn de 10 g pour le taurillenm et de 7,5 g pour
la génisse.
. & dater du jour précédent (jour 0), jusqu'au 163me Jjour suivant
1'injection de cyclophosphamide, les deux animaux ont fait 1'objet
d'un relevé journalier de leur températﬁre et des symptdmes cliniques

et ont subi, 3 intervalles répuliers de 24 heures, un écouvillonage
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Afin de mesurer la quantité prélevée, les écouvilleons ont &té
pesés avant et aprés chaque préldvement, puls imprégnés de milieu
MEM pour cbtenir une dilution 107t
Pour des raisons pratiques, la majeure partie des &chantillons n'ont
pu &tre titrés extemporanément, mais bien aprés congélation & -20° C.

Du mucus nasal a été prélevé tel quel, chague jour, chez les
deux animaux, en vue des examens en microscopie électronique. Du sang
a été prélevé le jour de 1l'injection et ensuite tous les deux jours
pendant 16 jours, pour la numération des iymphocytes, un &ventuel
hématoerite et 1'obtention de sérum. Ces divers paramétres ont &té

& nouveau contrdlés ultérieurement.

£) Traitement par la dexaméthagone.

Deux mois et demi aprds 1'injectionm de cyclophosphamide, les mémes
animaux ont 8t& soumis, pendant cing jours consécutifs, 3 des injections
répétées de dexaméthasone {(Opticorténmcl, Ciba, 0.5 %(:), par voie
intraveineuse, 3 la dose de 0,1 mg par kilogde poids vif (Davies et
Carmichael, 1973; Pastoret et al., 1978b, 1979a). De méme qu'aprés
1'injection de cyclophosphamide, les arnimaux ont été soumis pendant

quinze jours & des prélévements Jjournaliers.

4.3 Résultats.

a) Infection expérimentals.

L'infection expérimentale a provequé une maladie trés sévére du
tractus respiratoire antérieur, s'accompagnant d'une conjonctivite pro-
noncée et d'une excrétion nasale de virus trés importante.

La figure 25 domne 1'évolution du titre des anticorps neutrali-

sants aprés infection ewpérimentale chez les deux animaux.
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Figure 25. Evolution du titre des anticorps neutralisants chez les
deux animaux, aprés infection expérimentale, aprés trai-

tement par de la cyclophosphamide et par de la dexamétha-

sone.

b) Traitement par la cyclophosphamide.. .

b.1 Titrage des particules physiques et infectieuses.

Aucune réexcr&tion du BHVL n'a pu Stre mise en évidence, 3
aucun des deux sites d'inoculation, ni par la recherche des particules
infectieuses (P.F.U.), ni par celle des particules physiques, i ll'excep—
tion de quelgues particules infectieuses au jour 16 chez 1'un des

animaux.

b.2 Examen clinigue.
L'administration de cyclophosphamide a entraInéJchez les deux ani-

maux, l'apparition de manifestations cliniques sévdres. se caractérisant
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principalement par de la stomatite, de l'exsudation nasale, une
diarrhée profuse (sans profonde modification de 1'hématocrite), ainsi

que par une phase fébrile.

b.3 Examers hématologiques et séroneutralisation.

Les fipgures 26 et 27 montrent 1'8volution du nombre de leucocytes
et de lymphocytes chez les deux animaux. On constate une chute brutale
des lymphocytes le troisiéme jour qui sult l'injection, alors que les
leucocytes n'atteignent leur taux minimum qu'au sixziéme jour sulvant
ifinjection. Il y a ensuite un retour graduel 3 la normale.

L'évolution du titre des anticorps neutralisants est présentée

dans la fipgure 25 . On constate dans un case une diminution tyransitoire

de titre et,dans les deux cas, une augmentation tardive.

107 glohules. hlanca

] 20 30 13 0

CYCLOPHOSFHAMIOE A& Taurlllen DEXANETHASCHE Jours
| L]

Figure 26.. Ewvoluticn du nombre de globules blancs chez le taurillon
et chez la génisse, aprés injection de cyclophosphamide et

de dexaméthasone.

- 139 -




107 lymphacylas

CYCLORHOS AHAMIDE

Figure 27 .

™o 20 ER ] [

A& Taurillon DERAMETHASONE

o Ghninnn

Evolution du noubre de lymphocytes chez le taurillon et
la génisse, aprés injection de cyclophosphamide et de de-

xaméthascne.

e} Traitement par la dexaméthasone.

c.l Titrage des particules physigues et infectieuses.

Le résultat du titrage des particules infectieuses au niveau

nasal et conjonctiva} est donné par la figure 2g,
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Figure 28, Titrage des particules infectieuses au niveau nasal et
conjonctival chez la génisse et le taurillon, aprés injec-

/ tion de dexamEthasone.
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Les deux animaux ont excrété tris rapidement une quantité
importante de particules infectleuses, aux deux endroits ol ils
avaient été primitivement infectds. L'excrétion &tait cependant
plus modérée que celle que 1'on peut observer aprés une premidre
injection de dexaméthasone chez des animaux n'ayant &tZ soumis 3
aucun traitement préalable, puisqu'aucune particule physique n'a

&t& mise en &vidence cette fois—ci.

c.2 Examen clinigue.

L'&volution clinique des animaux a &t& tout 4 fait comparable
a celle précédemment décrite, si ce n'est 1'absence de diarrhée dans

ce pas—ci.

c.3 Examens hématclopiques et séroneutralisation.

Les figures 26 et 27 montrent 1'évolution du nombre de leucocy-
teé et de lymphocytes chez les deux animaux.
Comme précédemment décrit, on observe une déplétion lymphocytaire
rapide, mais moins intense qu'aprds traitement par la cyclophosphamide.
En cours de traitement les animaux retournent vers des valeurs
nermales.
La figure 5 illustre 1'évolution du titre des anticorps neutralisants.
On constate une augmentation du titre des anticorps, comme précédemment

déerit aprés une premidre injection de dexaméthasone.

4.4 Conclusions et discussion.

La cyclophosphamide exerce, chez le bovin, une profonde influence
sur le taux des lymphocytes sanguins et sur 1'état clinique de
1'animal. L'administration de cyclophosphamide ne produit cependant
pas une réexcrétion directe de particules infectieuses et physiques du
BHVL comparable 3 celle enregistrée aprds un premier traitement
des animaux par de la dexaméthascne. Une réexcrétion plus tardive
peut avoipr eu lieu, puisque les deux animaux ont présenté, en fin
d'expérience, une augmentation du taux des anticorps séroneutralisants.
Cette r@excrétion peut ne pas &tre directement imputeble d 1'action
de la cyclophosphamide, mais consécutive aux modifications physiclogit
ques induites chez 1'animal. Les deux bovins &taient bisn porteurs

latents de BHV1, comme 1'a démontré la réactivation du virus par
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1'injecticn de dexaméthasone. Cette véactivation a &té acconmpagnée
dfune réexcrétion fort comparable, bien que moins intense, a celle
observée aprés une premidre injection de ce produit. La cyclophos-
phamide ne semble doncpas & méme de déclencher la réactivation du
BHV1 chez le bovin. Pareille situaticn avait d&3jd &té décrite pour
1'herpés simplex (Human herpesvirus I) chez la souris (Hough et
Robinscn, 1975}, mais est comntraire a celle chzervée chez le pigeon
{Vindevogel et al., 1980; Vindevogel et Pastoret, 1980). L'effet
immunodépresseur de la cyclephosphbamide est pourtant beaucoup plus
profond que celui induit par la dexaméthascne, s'exerce sur l'ensemble
des leucocytes sanguins, mais préférentiellement sur les lymphocytes B
(Gorbam et al., 1977; Corrder et al., 1979), alors que la dexaméthasone
agit indifféremment sur les deux types de lymphocytes (Wiltkie et
al., 1979).
Par contre, la dexaméthasone peut augmenter certains mécanismes immu-
nitaires puisque son injection est suivie d'une brusque augmentation
des meutrophiles et monmocytes circulants et gue ces deux types
cellulaires portent des récepteurs Fe 3 leur surface et interviennent
dans 1'ADCC. FEn outve, la dexaméthasone stimule ¢n vitreo la réacticn
de cytotoxicité 4 médiation cellulaire dépendante des anticorps
(Pastoret et Babiuk, observations non publiées) contralrement aux
chbservaticns de Wardley et al., 1976b). Enfin, Cummins et Rogenquist .
{1977), au cours d'une étude de 1'effet de 1'hydrocertisonesur la
production d'interféron chez des wveaux infectés avec du BHV1, ont
constaté tme zugmentation du taux d'interféron clrculant.

On peut en conclure que la dexaméthacone , lorsqu'elle provogue la
réactivation du BHV1, agit par un mécanisme différent de celui de
la simple immunodépression qui accompagne Son injection. Cependant,
comme L'immmité 3 médiatiom cellulaire joue vraisemblablement le role
le plus important dans le contrdle des accds de réactivation
(Aguilar-Setién et al., 1980), il seralt intéressant de mesurer l'effet
de médicamentgqui, comme 1'azothioprine, exercent préférentiellement
leur action au niveau des lymphocytes T, Il faut cependant garder
4 1'esprit que certaines thécries font intervenir les anticorps
dans la surveillance de 1'état latent (Klein, 1976; Stevens et Cack ,
1974 Lehner et al., 1975; Oakes et Rosemond-Hornbeak, 1978;
Rajeani et al., 1977). La situation est en fait excessivement com-

plexe et il est difficile, sinon impossible, chez 1l'animal vivant,
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de ne mesurer 1'effet que d'un seul paramdtre.

Comme décrit par Davies et Carmichasl {1973), l'injection de
dexaméthasone a provoqué une rdexcrétion de particules infectieuses
aux deux sites de 1'infection initiale, ce qui souldve & nouveau la
question du site de la latence (Narita et al., 1876; Narita et al.,
1978b et c¢) et plaide en faveur de 1'installation du virus 3 1'état
latent, non seulement au niveau des fibres nerveuses sensitives qui
innervent la zone primitivement infectée, mais aussi des cellules

épith&liales ol la multiplication virale initiale s'est déroulée.,

5°) Conclusions générales de la deuxidme partie.

Tous les animaux deviennent porteur latents de BHV1 aprés leur
infection par une souche sauvage ou vaccinale et toutes les scuches
peuvent Etre réactivées par l'emploi de dexaméthasone. Ces faits
ont une portée épizooticlogique considérable.

Le phénoméne de réactivation doit &tre distingué de celui de la
réexcrétion; la réactivation peut &tre enclenchée sans qu'une réexcré-
tion puisse Ztre mise en évidence, car le syst3me immmitaire exerce
un controle sur la péexcrétion.

Le déclenchement de la réactivation virale par la dexaméthasone
chez les animaux porteurs latents peut résulter d'uns action directe
de la dexaméthasone sur les cellules infactles de manidre latente
plutdt que de l'immmodépression assocife & son injection. Plusieurs
observations et arguments plaident en faveur de cette hypothése,
notamment le fait que les particules physiques apparaissent trés préco-
cement lore d'une premiére réactivation et que la cyclophosphamide,
en dépit de profonds effets immunodépresseurs, est incapable de provo-
quer la réactivation du BHV1.

L'intensité de la premidre rdexcrétion et la réactivation du
mutant ts semblent indiquer que le BHV1 peut demeurer latent au sein

des cellules épithéliales,
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V. RESUME ET CONCLUSIONS GENERALES.

La rhinotrachéite infectlieuse bovine constitue un modéle
d'étude de la latence particuliérement intéressant, car il présente
de nombreux avantages.
Tout d'abord, la réactivation du virus latent peut Ztre provoguée
expérimentalement par 1'empleol de glucocorticoldes (dexaméthasone).
Ensuite, le phfnomdne peut &tre &tudié dans llespice méme ol il se
produit et dans une situation naturellement &tablie.
I1 est en effet remarquable de constater gque l'om trouve des anticorps
neutralisant le BHV1 sssentiellement dans des egpéces appartenant a
la famille des Bovidae et a des familles apparentées (cervidés, hip-
popotamidés). La réceptivité d cette infection semble dés lors
pratiquement se limiter & l'ordre des Artyodactyles avec une afTinité
particuliére pour la tribu des bovinés,
La variété des sympidmes rencontrés lors d'infection par le BHV1
chez les bovins, tient 3 la pathogénie de la maladie et aux relations
privilégiges que le virus entretient avec 1'organisme.
La multiplicité des formes cliniques, la latence du virus, 1'utili-
sation de souches vaccinales atténuées, ne facilitalent pas la tache
de l'&pizootiologiste cu du chercheur, car les techniques mises en
ceuvre pour tenter de différencler les souches ne l'avaient qu'impar-—
faitement permis.
Nous aveons dés lors cherché 3 caractériser par des marqueurs biolo—
glques ou bicchimiques les différentes souches de BHVL, qu'elles -
solent sauvages ou qu'il s'agisse de souches modifiées en vue de les
utiliser comme vaccin, réactivées ou nom. .
Certaines souches ont ensuite &té utilisées pour 1'étude de la latence
du virus et de sa réactivation par la dexaméthasone. Plus précisé-
ment, 1'é€tude du site de la latence, du mécanisme qui induit la véac-
tivation et du contrdle exercé par le systéme immunitaire sur la
réexcrétion. Des &tudes poursuivies, il résulte principalement ce
qui suit.

Certaines souches du BHVL produisent scus agarose des plages de

taille significativement plus petites que les autres, mais cette
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propriété ne peut &tre utilisée pour caractériser les scuches réac-

tivées. La comparaisen de'la moyenne de la taille des plages permet
aussi de démontrer que toutes les souches du BHVL sont sensibles 3
l'effet du phosphonoformate, inhibiteur de 1'ADN-polymérase induite
par les virus herpétiques et la sensibilit® 3 ce composé permet de
distinguer Ig groupe des souches IPV des autres souches.

La répartition générale des poids moléculaires des polypeptides
de structure du BHVL est fort similaire & celle qui est déerite
pour les autres virus du méme groupe étudiés 2 ce jour. L'électro-
phorése permet en effet de distinguer au moins 21 polypeptides dont
les poids moléculaires varient de 31000 & 275000 daltons; dix d'entre
eux étant glycosylés.
La somme des pclds moléculalres est de 2 043 000 daltons. lLa protéine
majeure (VP7) d'un poids moldculaire de 99 000 daltons, reprégente
prés de 15 % des protéines totales. Si 1'on compare les souches du
BHV1 du point de vue de leur composition polypeptidique, il apparalt
que les souches isolées du tractus respiratoire (IBR) scnt identigques
entre elles et identigues 2 la souche Los Angeles. Les souches
isolées du tractus génital (IPV) sont £galement semblables entre
elles. Les souches de virus IBR se distinguent des souches IPY,
principalement par le poids moléeculaire des glycopolypeptides VP12 et
13 et du polypeptide VP7 La souche IBR/CuS5 utilisée pour inoculer
un bevin et la souche IBR/Cu5/T1J06, réisolée chez le meme animal
aprés injection de dexaméthasone, ne diffdrent pas. L'installation
de la souche IBR/Cu5 3 1'état latent n'a donc pas modifié les carac-
téres &lectrophorétiques de ses polypeptides.

La technique d'&lectrophordse des brins d'ADN aprés digestien
par des endonucléases a fourni un outll particulidrement puissant

en épidémiclogie moléculaire. Cetts technique a dés lors été utili-

sée pour la caractérisation bicchimique des scuches att&nuées, dont

une souche thermosensible, avant et aprés réactivation. Dans tous les
cas, 1'é€lectrophorése des brins d'ADN aprds digestion par des enzymes

de restricticn a montré que les virus thermosensibles isolés chez les

animaux aprés réactivation &taient idemtiques & la socuche primitivement

utilisée pour les vacciner et différalent de la souche Con-IER
(atténuation conventionnelle) ainsi que des souches réisclées chez

les animaux vaccinés 3 l'aide de cette derniére. D'autre part, les
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virus réisclés aprés injection de dexamithascne chez les animaux
préalablement vaccinés 4 1'aide du mutant ts conservent leur thermc-
sensibilité comme le démontre 1'inhibition de la multiplication &
39° C,

L'étude de l'excrétion, de la latence, de la réactivation et
de la péexcrétion du BHV1 a permis de réscudre plusieurs problémes.
Tout d'abord, l'examen direct en microscopie &lectronique d'écouvil-
ionage nasal permet un diagnostic rapide et précoce d'une primo
infection par le virus de la rhinotrachéite infectieuse bovine.

Lors de réactivation d'une souche virulente du BHV1 par la dexamétha-
sone, les particules physiques apparaissent bien avant les particules
infectieuses et leur excrétion peut débuter dés la 24&me heure qui

;
suit la premidre” injection de dexaméthasone. D'autre part, la pre-
midre véactivation du BHV1 par la dexaméthasone provoque une nette
augmentation du taux en anticorps neutralisant le virus chez les
bovins, alors que la répétition du stimuli n'est pas suivie des mémes
effets.

Les souches attfnuées du BHV1 administrées par voie nasale
s'installent & 1'état latent chez les animaux vaccinés et sont éga-
lement réactivées par l'injection de dexaméthasone. En effet, aprés
le premier traitement des animaux & 1'aide de dexaméthasone, & parmi
les & animaux vaccinés 3 1'aide de la souche Con-IBR et 7 parmi les
8 vaccings 3 1'aide du mutant ts excrétérent du BEV1. Les animaux
du groupe Con-IBR qui n'avaient pas excrété de virus aprés un pre-
mier traitement & la dexaméthascne,l'ont fait aprés le second traite-
ment. En moyenne, les animaux vaccinés 3 1l'aide du mutant ts ont
excrété plus de virus sur une plus longue période. En outre, chez
les apimaux vaccinés par Con-IBR la moyenne d'excrétion en particules
infectieuses &tait inférieure aprés un second traitement par
dexaméthasone. D'aprds ce qui précdde, il semble bien qu'aprés une
primo infection, tous les animaux deviemment peorteurs latents.

Les premiéres cbservaticns réalisées sur la réactivation d'une
souche sauvage ont montré que la réactivation doit &tre distinguge
de la réexcrétion, puisque le virus peut &tre réactivé sans qu'ume
réexcrétion de particules infectieuses soit décelable.

Aprés le premier traitement par de lé dexaméthasone des animaux in-
Fectés 3 1l'aide de souches atténuées, les tayk d¢'anticorps séroneu-

tralisants et intervenant dans une réaction de cytotoxicité &
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médiation cellulaire dépendante des anticorps, a augmenté. De méme,
1'immunité 3 médiation cellulaire vis-3-vis du BHVL a ét& accrue

comme l'ont montré les tests de transformation lymphoblastique.

Aprés inoculation par une souche virulente des animaux préalablement
vaccinés d 1l'aide du mutant ts, une trés forte stimulation immunitaire
a &té observée quel quescit le paramdtre &tudid. Aprés traltement
ultérieur par de la dexaméthasone, aucune excrétion virale n'a pu

gtre démontrée; certains animaux ont cependant présenté uns augmen-
tation significative de leur indice de stimulation dans un test de
transformation lymphoblastique. Le systéme immunitaire peut donc
contrdler la réexcrétion du BHV1, car un animal trés immunisé parvient
méme 3 la contenir.

La ¢ytotoxicité 3 médlation cellulalire dépendante des anticorps
pourprait jouer un rfle important dans le contrdle des accés de réac-
tivation, car la dexaméthasone n'influence pas négativement cette
réaction et ne déprime pas les populationsde cellules qui portent des
récepteurs FC et interviennent dans la réaction. D'aprés ce qui
précéde, la réactivation ne résulterait donc pas de 1'immunodépression
engendrée par 1l'injectlon de dexaméthasone et un mécanisme plus

spécifique doit &tre envisagé, comme celui d'une action directe de la

. dexaméthasone sur les cellules infectées de maniére latente. Cette

hypothése se confirmedans la mesure ol l'administration,é des ani-
maux porteurs latents de BHV1,d'un autre immunedépresseur comme la
cyclophosphamide provoque 1'apparition de manifestations cliniques
sévéres, mals sans produire une réexcrétion de particules physiques
cu infectieuses.
Dtautre part, le fait qu'une socuche thermosensible réputée ne pas
envahir le systéme nerveux des animaux infectés pitisse &tre réactivée,
améne 3 postuler l'existence d'une latence au sein des cellules
épithéliales.

De tout ceci, il se dégage plusieurs faits qui ont une portée
épizootiologique, prophylactique et diagnostique importante.

Du point de wvue épizootiologique, il faut donc savoir que
a) tous les animaux deviennent porteurs latents 3 la suite d'une

contamination;

b) toutes les souches vaccinales atténudes s'installent 2 1'état latent,

y compris celles insuffisamment ztténuées pour le foetus;
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L'animal infecté de maniére latente par une scuche sauvage ou insuf-
fisamment atténude constitue un danger permanent pour son entourage.
L'étude de la prophylaxie médicale doit donc non seulement
porter sur les mécanismes immunitaires qui protégent 1'animal
vacciné de la maladie qui pourrait résulter d'un contact ultérieur
avec un virus sauvage, mais aussi sur ceux qui lul permettent de
surmonter, ou mieux, de maitriser les accds de réactivation.

Teut ce qui précdde démentre également les difficultés de poser
un diagnostic viroleogique d'infection respiratoire 4 BHV1, méme
par l'emploi de sérums couplés. En effet, d'une part les bovins
peuvent présenter, en l'absence de signes cliniques, une augmentation
de leurs taux en anticorps séroneutralisants; d'autre part, la
réexcrétion du BHVL peut se produire sans que le taux soit modifié.

Le simple isolement du BHV1 doit &tre pris avec la méme circons-
pection puisque le virus peut &tre excrété en l'absence de signes
cliniques , que les souches atténufes se comportent comme des
souches sauvages et,qu’en dehors de la souche thermosensible, les
souches atténufes ne peuvent &tre slrement distinguées des souches
sauvages gue par 1'&lectrophordse des brins d'ADN aprés digestion par
des enzymes de restriction. Seule la détection des porteurs latents
peut Stre entreprise avec plus de garanties.

la connaissance exacte du mécanisme de réactivation est également

trés importanté car c'est le déclenchement de la réactivation qui
risque de transformer un animal apparemment sain en un animal objec-
tivement dangereux; les porteurs latents de BHV1 jouent en effet
un r3la épizootiologique considérable car, malgré leur &tat immun,
ils menacent en permanence les sujets neufs. Ces Etudes deivent donc
&tre poursulvies.

Ces guelques &claircissements sur le portage latent du BHV1
peuvent aider 3 déduire les mesures prophylactiques les plus aptes
3 maTtriser la maladie dans les diverses situations épidémiologiques

rencontrées en économie animale.
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