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Etude du statut virologique
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envers ’herpesvirus bovin de type 1
et s€ronégative envers la glycoprotéine gE
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RESUME. Des vaccins marqués destinés a faciliter le contrdle de la rhinotrachéite infectieuse bovine
{Infectious bovine rhinotracheitis; IBR) ont été introduits sur le marché. |l s’agit de vaccins délétés dans le géne
codant pour la glycoprotéine gE de I’herpésvirus bovin de type 1 (Bovine herpesvirus type 1; BHV-1). Ces vac-
cins conférent a I’'animal vacciné un statut sérologique différent (IBR+,gE-) de celui d’'un animal infecté par une
souche sauvage de BHV-1 ou vacciné avec un vaccin non marqué (IBR+,gE+). Cet article présente le cas d’une
vache n’ayant jamais été vaccinée, mais possédant malgré tout un statut sérologique identique a celui d’'un
animal vacciné avec un vaccin marqué (IBR+,gE-).

A}

INTRODUCTION

Les vaccins délétés dans le geéne co-
dant pour la glycoprotéine gE appor-
tent une aide considérable dans la
prophylaxie et le contrdle de la rhino-
trachéite infectieuse bovine (infec-
tious bovine rhinotracheitis; IBR)
provoquée par I'herpésvirus bovin de
type 1 (Bovine herpesvirus type 1;
BHV-1). Ce nouveau type de vaccin
répond aux critéres d’innocuité et
d’efficacité semblables aux vaccins
préexistants (Strube ef al., 1996)
tout en ayant un avantage supplé-
mentaire. En effet, associés a un test
de détection des anticorps dirigés
contre la glycoprotéine délétée, ils
permettent une discrimination séro-
logique entre animaux vaccinés (sé-
rologiquement négatifs envers la gly-
coprotéine gE; gE-) et infectés
naturellement (sérologiquement po-
sitifs envers la glycoprotéine gE;
gE+), ce qui n’était pas possible avec
les vaccins préexistants (tableau 1).

Tout animal infecté par une souche
sauvage ou atténuée de BHV-1 de-

vient porteur latent. A tout moment,
cet état latent peut étre rompu. Ce
phénomene appelé réactivation vi-
rale est généralement accompagné
d’une réexcrétion virale (pour revue,
Lemaire et al., 1994). La délétion
dans le géne codant pour la glyco-
protéine gE n’empéche pas la souche
vaccinale atténuée de s’établir a 1’état
latent chez ’animal. En effet, de
I’ADN de BHV-1 a été détecté par
amplification génique (polymerase
chain reaction; PCR) au niveau des
ganglions trijumeaux de veaux in-
demnes de BHV-1 inoculés par voie
intranasale a 'aide de BHV-1 délété
en gE (Van Engelenburg et al.,
1995). La réactivation et la réexcré-
tion d’une souche de BHV-1 délétée
en gE a laide d’injections répétées
de glucocorticoides est possible
(Straub, 1996), mais est moins aisée
qu’avec des souches virales non dé-
1étées en gE (Pour revue, Schynts et
al., 1998).

Lexistence d’animaux faux négatifs
envers la glycoprotéine gE constitue

un obstacle & un plan de lutte contre
I'IBR basé sur une vaccination avec
des vaccins délétés en gE. En effet,
ce type d’animal sera considéré in-
demne de P'infection alors qu’il est
porteur latent d’une souche de BHV-
1. Plusieurs hypothéses permettent
d’envisager P'apparition de tels ani-
maux faux négatifs envers gE
(IBR+, gE-).

* Un animal peut présenter une dé-
croissance du taux d’anticorps anti-
gE aprés primoinfection et, aprés
quelques mois, devenir faux négatif
envers cette glycoprotéine en restant
séropositif envers le BHV-1 (IBR +,
gE-). Cette situation est réversible
car des acces de réactivation sponta-
nés peuvent produire des réponses
secondaires et rendre a nouveau
I'animal séropositif envers la glyco-
protéine gE.

* Le test de détection des anticorps
dirigés contre la glycoprotéine gE
(test IDEXX®), utilisé actuellement,
présente une sensibilité relative de
74% par rapport a la séroneutralisa-
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tion prise comme test de référence
(100%) (Perrin et al., 1996). Ce dé-
faut de sensibilité empéche la détec-
tion d’un certain nombre d’animaux
infectés de maniére latente. En
outre, il ne faut pas que la vaccina-
tion répétée a l'aide de vaccins mar-
qués inhibe le développement d’une
réponse humorale envers la glyco-
protéine gE chez I'animal infecté par
une souche sauvage de BHV-1. Une
séroconversion envers la glycopro-
téine gE est observée aprés épreuve
virulente chez des veaux vaccinés
deux fois (Strube et al., 1996).

e Des animaux IBR+, gE- pour-
raient également étre générés a la
suite de I'infection par des souches
sauvages de BHV-1 présentant une
mutation ponctuelle au niveau de
I’épitope reconnu par l'anticorps
monoclonal utilisé dans le test
ELISA gE (test IDEXX®).

* Théoriquement, on peut aussi
postuler 'existence sur le terrain de
souches de BHV-1 naturellement
délétées dans le géne codant pour la
glycoprotéine gE.

Cet article présente le cas d’une
vache possédant des anticorps en-
vers le BHV-1, mais dépourvue
d’anticorps anti-gE et n’ayant jamais
été vaccinée. Cette étude permet de
détailler le raisonnement & adopter
pour linterprétation d’analyses sé-
rologiques difficiles qui seront ren-
contrées dans le cadre du contrdle
de I'BR.

MATERIEL ET METHODE

Une vache de 8 ans, de race
Highland, appartenant au parc ani-
malier de Han-sur-Lesse, a subi
deux analyses sérologiques en 1996.
La premiére a été réalisée aux
centres de dépistage des maladies du
bétail des provinces de Namur et du
Luxembourg en juillet 1996 a 'aide
des kits LSI® IBR gB et bovine rhi-
notracheitis virus gE antibody test
kit, IDEXX®. La seconde a été réali-
sée 6 mois plus tard (décembre
1996) au service de Virologie de la
Faculté de Médecine Vétérinaire de
I’Université de Liege a I'aide des kits
serelisa IBR/IPV Ab Bi test Kkit,
RHONE MERIEUX® et bovine rhi-
notracheitis virus gE antibody test
kit, IDEXX®. Dans les deux cas,
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cette vache était séropositive envers
le BHV-1 mais séronégative envers
la glycoprotéine gE (IBR+, gE-)
sans jamais avoir été vaccinée.

Dans le but de mettre en évidence la
souche virale portée a 1’état latent
par cet animal, une réactivation ex-
périmentale a été réalisée au mois de
mai 1997 a I'aide de 5 injections in-
tramusculaires de dexaméthasone
(Fortecortine®) pendant 5 jours
consécutifs, a la dose de 0,1 mg/kg.

Plusieurs techniques ont été utilisées
de maniére & mettre en évidence une
réactivation virale:

Isolement et titrage viral
par la méthode des plages de lyse

La mise en évidence de particules vi-
rales réexcrétées a été effectuée par
la méthode des plages de lyses sur
cellules Madin Darby Bovine Kidney
(MDBK cells) a partir d’écouvillons
nasaux prélevés dans 1ml de milieu
essentiel minimum (MEM) pendant
13 jours consécutifs & partir du jour
de la premiére injection de dexamé-
thasone (jour 0).

Détection d’ADN viral par PCR

La mise en évidence d’ADN viral par
PCR a été réalisée a partir d’écou-
villons nasaux prélevés dans 1ml de
Nonidet P40 (NP 40) pendant
13 jours a partir du jour 0 de I'expé-
rience. Le fragment d’ADN suppor-
tant une double amplification est
situé dans le géne gC du BHV-1
(Schynts et al., manuscrit en prépa-
ration).

Suivi sérologique

Deux tests commerciaux de type
ELISA de détection des anticorps di-
rigés contre le BHV-1 ont permis
d’apprécier I’évolution du statut sé-
rologique de cet animal durant la ré-
activation aux jours 0, 14 et 21 (se-
relisa IBR/IPV Ab Bi test Kkit,
RHONE MERIEUX®; bovine rhino-
tracheitis virus gE antibody test kit,
IDEXX®). Un test de séroneutralisa-
tion (SN) a été effectué sur les
mémes sérums ainsi que sur le
sérum analysé en décembre 1996 au
service de Virologie de la Faculté de
Médecine Vétérinaire de I’ Université
de Liege.

Investigation d’une réponse
immune a médiation cellulaire a
P’aide d’un test de production
spécifique d’interféron 7.

Un test de production d’interféron vy
(IFN-y) spécifique du BHV-1 sem-
blable & celui décrit par Godfroid et
al. (1995) a été réalisé sur sang hé-
pariné les jours 0, 14 et 21 de l'ex-
périence.

RESULTATS

Juste avant le début des injections de
dexaméthasone, cet animal ne pré-
sentait plus de réponse sérologique
positive envers le BHV-1. Il est donc
passé d’un statut IBR+ & un statut
IBR-. Aucune particule virale infec-
tieuse n’a pu étre détectée par la mé-
thode des plages de lyse dans les
écouvillons nasaux durant les
13 jours suivant la premiére injec-
tion de dexaméthasone. De plus, la
PCR n’a pu mettre en évidence
aucun fragment d’ADN spécifique
du BHV-1 dans les écouvillons na-
saux prélevés durant la méme pé-
riode de temps.

Les analyses sérologiques effectuées
aux jours 14 et 21 apres le traite-
ment a la dexaméthasone n’ont pas
indiqué une augmentation des taux
d’anticorps anti-BHV-1, ni par
ELISA ni par SN. Le sérum prélévé
en décembre 1996 a été analysé par
SN. Ce sérum positif par la méthode
ELISA s’est révélé négatif. Fina-
lement, aucune réponse immune a
médiation cellulaire par production
spécifique d’IFN-y n’a été mise en
évidence.

La réactivation et réexcrétion de
virus latent n’ont donc pu étre mise
en évidence par les différentes tech-
niques utilisées.

DISCUSSION

Un test diagnostique posséde deux
valeurs intrinséques, la sensibilité et
la spécificité (Thiry et Pastoret,
1992). Il est donc possible qu’il
donne des résultats faussement posi-
tifs ou négatifs par rapport a la si-
tuation réelle (tableau 2). En appli-
quant ce raisonnement aux résultats
des tests sérologiques du cas exposé,
quatre situations sont envisageables.



Premiérement, I’animal était vrai po-
sitif envers le BHV-1 et vrai négatif
envers la glycoprotéine gE. Cet ani-
mal n’ayant jamais été vacciné, cela
signifie qu’il était infecté par une
souche sauvage ne possédant pas
I’épitope reconnu par le test com-
mercial IDEXX® au niveau de la gly-
coprotéine gE. La prévalence de
souches sauvages délétées dans un
épitope situé dans le géne codant
pour la glycoprotéine gE étant extré-
mement faible (Kaashoek et al.,
1996), cette possibilité semble peu
probable. Labsence de réexcrétion et
de réactivation virales aprés traite-

ter étatiéhk d@s résultats sérologlques
“ ‘aide de tests théoriques, de
pécxficlté valant 100%

gl'i positnf

gl; négaﬁf‘

ment a la dexaméthasone ne permet
cependant pas d’écarter compléte-
ment I’hypothése d’un virus sauvage
délété en gE présent a ’état latent.
En effet, ce type de souche est diffi-
cilement réactivable (Straub, 1996).
La seule possibilité de vérifier cette
hypothése serait ’analyse par PCR
des ganglions trijumeaux a la mort
de I'animal.

Deuxiemement, ’animal était vrai
positif envers le BHV-1 et faux néga-
tif envers la glycoprotéine gE, a cause
d’un manque de sensibilité relative
du test de détection des anticorps
anti-gE ou suite a une décroissance
plus rapide du taux de ces mémes an-
ticorps aprés primo-infection. Dans
ce cas, il serait porteur latent d’une
souche de BHV-1 sauvage. Cepen-
dant, le virus aurait di étre isolé
apres traitement a la dexaméthasone
ou du moins une augmentation du
taux d’anticorps anti-BHV-1 aurait
di étre observée. En effet, une
conséquence directe de la réactiva-
tion virale, et parfois la seule détec-
table réside dans un effet anamnes-
tique sur 'immunité spécifique de
I'animal (Thiry ef al., 1983). Les ré-
sultats du test de production spéci-
fique d’IFN-y n’ont également pas
pu mettre en évidence ce corollaire
de la réactivation virale sur I'immu-
nité spécifique de I'animal.

Troisiémement, ’animal est faux po-
sitif envers le BHV-1 et vrai négatif
envers la glycoprotéine gE. 1l serait
donc indemne de I'infection et ne se-
rait pas porteur latent du BHV-1. Iy
aurait donc un manque de spécificité
du test commercial ELISA utilisé.
C’est en accord avec les résultats né-
gatifs obtenus suite aux injections de
dexaméthasone et avec ’analyse né-
gative en SN d’un échantillon dia-
gnostiqué positif par la méthode
ELISA. Cette hypothése ne peut
donc étre éliminée.

La derniere possibilité est que I’ani-
mal soit faux positif envers le BHV-1
et faux négatif envers la glycopro-
téine gE. Il s’agirait ici d’une aberra-
tion, car un animal ne peut étre im-
munisé contre la glycoprotéine gE
sans avoir été infecté par le BHV-1.
Théoriquement, cela serait possible
si Panimal avait été immunisé avec
un vaccin sous-unitaire qui n’expri-
merait que cette glycoprotéine. Ce

type de vaccin n’existe pas. Cette
derniére possibilité est donc écartée.

Le cas décrit ici s’apparente aux
animaux dits «réacteurs uniques»
(«single reactors»; SR) qui ont no-
tamment été identifiés dans des éle-
vages indemnes du virus de la mala-
die d’Aujeszky (Pseudorabies virus;
PRV) (Brown et al., 1990; Annelli et
al., 1991). Un SR est défini comme
le seul animal séropositif de I’en-
semble d’un troupeau séronégatif.
Ces porcs, apparemment non infec-
tés de maniére latente, posseédent
néanmoins des séquences géno-
miques du PRV (Ros Bascunana et
al., 1997). Ce phénomeéne est donc
différent d’une latence classique. 1l
faudra déterminer si cette situation
originale existe aussi chez les bovins,
en association au BHV-1 et si le cas
rapporté dans cette article fait partie
de cette catégorie d’animaux.
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SUMMARY

Study of the virological status
of a cow seropositive against
bovine herpesvirus type 1
and seronegative against gE
glycoprotein

Marker vaccines aiming to facili-
tate infectious bovine rhinotra-
cheitis (IBR) control are now avail-
able. These vaccines are deleted in
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the gene encoding glycoprotein gk
of bovine herpesvirus type 1 (BHV-
1). They allows a serological differ-
entiation between vaccinated cat-

tle (IBR+, gE-) and cattle naturally
infected or vaccinated with a non
marker vaccine (IBR+, gE+). This
paper deals with the case of a cow,

which, although never vaccinated,
possessed the same serological
response as cattle vaccinated with
a marker vaccine (IBR+, gE-).
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