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RESUME : L’herpésvirus bovin 4 (BoHV-4) est un gammaherpésvirus ubiquiste des bovins. Il appartient au
genre Rhadinovirus tout comme I'herpésvirus humain 8 (HHV-8), un virus associé au sarcome de Kaposi.
Le BoHV-4 a été isolé de nombreuses entités cliniques ainsi que de bovins sains. Son role en tant qu'agent
étiologique d’'une entité précise reste un sujet de controverses. Le spectre d’hdtes de ce virus est large et
s'étend peut-étre au-dela des ruminants. L'entiéreté de son génome a récemment été séquenceée. Le
BoHV-4 intéresse la communauté scientifique parce qu'il procure I'opportunité d’étudier la biologie d’'un
gammaherpésvirus par I'infection de son héte naturel. Par ailleurs, ce virus représente un candidat poten-
tiel comme vecteur d’expression, en vaccinologie notamment. Les auteurs proposent ici une revue exhaus-
tive de la littérature, reprenant 'ensemble des connaissances actuelles relatives a ce virus sur les plans
clinique, épidémiologique et fondamental. Sont également présentées des données récentes de la biologie

du BoHV-4, suggérant que ce dernier est en réalité un virus de buffle africain.

1Y NOMENCLATURE ET
CLASSIFICATION

Les herpésvirus constituent une
famille extrémement riche de virus a
ADN de grande taille. Leurs hbtes
sont les hommes, d’'autres mammi-
feres et vertébrés et, dans un cas
décrit, un invertébré (Roizman et
Pellet, 2001). La famille Herpes-
viridae a été divisée en trois sous-
familles, les Alpha-, Beta- et
Gammaherpesvirinae. Cette division
reposait initialement sur les seules
propriétés biologiques des especes.
Elle est maintenant confirmée par des
analyses phylogéniques (figure 1)
(McGeoch et al., 1995; McGeoch et
al., 2000; McGeoch, 2001 ; Davison,
2002).

L' herpésvirus bovin 4 (BoHV-4) a été
isolé de par le monde, de bovins sains
ou atteints de pathologies diverses. Il
appartient a la sous-famille des gam-
maherpésvirus, ce qui le différencie
destrois autres herpesvirus bovins qui
appartiennent a la sous-famille des
Alphaherpesvirinae. Ces derniers
sont |I" herpésvirus bovin 1 (BoHV-1),
responsabl e entre autre de larhinotra-
chéite infectieuse bovine (IBR pour
infectious bovine rhinotracheitis),
I" herpésvirus bovin 2 (BoHV-2), res-
ponsable de la thélite infectieuse
bovine (bovine herpes mammillitis) et
I" herpesvirus bovin 5 (BoHV-5), cau-
sant I’encéphalite infectieuse bovine
(bovine herpes meningoencephalitis).

Le BoHV-4 présente les quatre pro-

priétés biologiques partagées par les
herpésvirus, asavair : (i) leur génome
viral code pour des enzymes impli-
guées dans le métabolisme des acides
nucléiques, dans la synthése de
I”ADN viral ou encore dans lamodifi-
cation d'autres protéines; (ii) la syn-
thése de I’ADN viral et I'assemblage
des capsides se réalisent dans le
noyau de la cellule infectée; (iii) la
production de particules virales infec-
tieuses s'accompagne quasi systéma-
tiquement de la mort cellulaire; (iv)
les herpésvirus sont capables d’ établir
une infection latente chez leur héte
naturel.

Le BoHV-4 a été isolé pour la pre-
miére fois en 1966, en Hongrie, chez
des bovins présentant des signes res-
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piratoires et de la conjonctivite
(souche Movar 33/63) (Bartha et al.,
1966). Il fut classé parmi les herpés-
virus suite &1’ observation de sa struc-
ture en microscopie électronique
(Bartha et al., 1966; Mccoy et al.,
1985). A partir de 1966, des souches
apparentées a la souche Movar 33/63
d'un point de vue antigénique ou
génomique ont été isolées dans de
nombreux pays ou elles ont regu dif-

herpesvirus"”, " Movar-type herpes-
viruses", "Bovid cytomegalovirus",
"Bovid herpesvirus 3 (BHV-3)",
"Bovid herpesvirus 4 (BHV-4)" ou
encore "Bovid herpesvirus 5 (BHV-
5)" (pour revue, voir Bartha et al.,
1987). Dés 1987, un consensus fut
adopté pour mettre fin a la confusion
générée par cesdiverses appellations:
I’ensemble des souches fut regroupé
sous le nom BHV-4 (Bovine herpesvi-

Récemment, le comité international
de taxonomie virae (ICTV) a adopté
la terminologie officielle " BoHV-4"
(Minson et al., 2000).

Comme suggéré ci-dessus, le BoHV-4
a d'abord été considéré comme un
cytomégalovirus bovin. Cette classifi-
cation initiale reposait sur certaines
de ses propriétés biologiques, caracté-
ristigues de la sous-famille des
Betaherpesvirinae, a savoir une mul-

férentes dénominations: " orphan rus 4) (Bartha et al., 1987). tiplication virale in vitro relativement
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Figure 1: Arbre phylogénique de 46 espéces d’ herpésvirus

(obtenu par maximum likelihood avec horloge moléculaire imposée). La classification initiae des herpésvirus en 3 sous-familles (Alpha-, Beta- et Gammaher pesvirinae) sur base
de leurs propriétés biologiques est confirmée par I'analyse phylogénique de leurs séquences. Les abréviations utilisées sont relatives aux espéces suivantes (anciennes
dénominations entre parenthéses): HHV-1, human herpesvirus 1 (HSV-1, herpes simplex virus 1); HHV-2, human herpesvirus 2 (HSV-2, herpes simplex virus 2); CeHV-2,
cercopithecine herpesvirus 2 (SA8, simian agent 8); CeHV-16, cercopithecine her pesvirus 16 (HVP-2, her pesvirus papio 2); CeHV-1, cercopithecine herpesvirus 1 (HVB, B
virus); MaHV-1, macropodid herpesvirus 1 (WHV-1, Parma wallaby herpesvirus); MaHV-2, macropodid herpesvirus 2 (WHV-2, Dorcopsis wallaby herpesvirus); BoHV-2,
Bovine herpesvirus 2 (BHV-2); AtHV-1, ateline herpesvirus 1 (HVA-1, herpesvirus ateles 1); SaHV-1, saimiriine herpesvirus 1 (HVS-1, herpesvirus saimiri 1); HHV-3, human
herpesvirus 3 (VZV, varicella-zoster virus); CeHV-9, cercopithecine herpesvirus 9 (SVV, simian varicella virus); BoHV-1, bovine herpesvirus 1 (BHV-1); SuHV-1, suid
herpesvirus 1 (PRV, pseudorabies virus); CaHV-1, canid herpesvirus 1 (CHV-1); PhoHV-1, phocid herpesvirus 1 (SHV-1, seal herpesvirus 1); FeHV-1, feline herpesvirus 1
(FHV-1, felid herpesvirus 1); EHV-1, equid herpesvirus 1; EHV-4, equid herpesvirus 4; GaHV-2, gallid herpesvirus 2 (MDV-1, Marek 's disease virus 1); GaHV-3, gallid
herpesvirus 3 (MDV-2, Marek ’s disease virus 2); MeHV-1, meleagrid herpesvirus 1 (HVT, herpesvirus of turkeys); GaHV-1, gallid herpesvirus 1 (ILTV, infectious
laryngotracheitis virus); HHV-5, human herpesvirus 5 (HCMV, human cytomegal ovirus); CeHV-8, cercopithecine herpesvirus 8 (CCMV, chimpanzee cytomegalovirus, RHCM,
rhesus cytomegalovirus); CeHV-5, cercopithecine herpesvirus 5 (SCMV, simian cytomegalovirus); TuHV-1, tupaiid herpesvirus 1 (THV-1); MuHV-1, murid herpesvirus 1
(MCMV, murine cytomegalovirus); MuHV-2, murid herpesvirus 2 (RCMV, rat cytomegal ovirus); CvHV-2, caviid herpesvirus 2 (GCMV, guinea pig herpesvirus); HHV-6, human
herpesvirus 6, variant a ; HHV-7, human herpesvirus 7 ; HHV-4, human herpesvirus 4 (EBV, Epstein-Barr virus); CeHV-12, cercopithecine herpesvirus 12 (HVP, herpesvirus
papio); HHV-8, human herpesvirus 8 (KSHV, Kaposi s sarcoma-associated herpesvirus); RFHV, retroperitoneal fibromatosis herpesvirus of macaques; CeHV-17,
cercopithecine herpesvirus 17 (RRV, rhesus rhadinovirus); MuHV-4, murid herpesvirus 4 (murine herpesvirus 68); BoHV-4, bovine herpesvirus 4 (BHV-4); AtHV-2, ateline
herpesvirus 2 (HVA, herpesvirus ateles); SaHV-2, saimiriine herpesvirus 2 (HVS, herpesvirus saimiri); EHV-2, equid herpesvirus 2; EHV-5, equid herpesvirus 5; AIHV-1,
alcelaphine herpesvirus 1 (AHV-1, malignant catarrhal fever virus from wildebeest); PLH-1, porcine lymphotropic herpesvirus 1; PLH-2, porcine lymphotropic herpesvirus 2.
Laposition du BoHV-4 est indiquée par une fleche. Selon McGeoch et al., 2000.
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lente et ' apparition de corps d’inclu-
sion cytoplasmiques et nucléaires
dans les cellules infectées (Todd et
Storz, 1983; Storz et al., 1984). Plus
tard, le BoHV-4 fut reclassé dans la
sous-famille des Gammaher pesvirinae,
sur base d'autres propriétés biolo-
giques telles qu'un spectre d hétes
large, mais surtout, sur base de la
structure de son génome et de son
contenu génétique: (i) son génome
n'est pas aussi grand que celui des
betaherpesvirinae; (ii) il présente une
structure de type B, typique des gam-
maherpesvirinae (Roizman et Pellet,
2001); (iii) le génome contient un
géne codant pour lathymidine kinase,
géne absent chez les betaherpesviri-
nae; (iv) les géenes du BoHV-4 ont un
pourcentage d’identité plus élevé
avec leurs homologues d' autres gam-
maherpesvirus; (v) et ils présentent
un arrangement co-linéaire avec celui
observé dans cette sous-famille
(Ehlers et al., 1985; Kit et al., 1986;
Thiry et al., 1989; Staczek, 1990;
Bublot et al., 1992; Goltz et al.,
1994; Lomonte et al., 1995; Lomonte
et al., 1996; Broll et al., 1999a;
Zimmermann et al., 2001).

La sous-famille des Gammaherpes-
virinae rassemble des virus phylogé-
niquement apparentés (figure 1) et
possédant certains génes qui leur
semblent propres. De nombreux
membres de cette sous-famille sont
capables d'infecter les lymphocytes
in vitro. In vivo, ces virus persistent a
| état latent dans les lymphocytes ou
les tissus lymphoides. L’infection
aigué est fréquemment associée a des
désordres lymphoprolifératifs et
beaucoup de gammaherpésvirus sont
impliqués dans |’ oncogenése (d’ ori-
gine lymphoide ou non). Aucune
immortalisation cellulaire, caractéris-
tique de cette sous-famille, n’acepen-
dant été décrite pour le BoHV-4. La
sous-famille des Gammaherpes-
virinae se divise en deux genres:
le genre gamma-1 herpésvirus (ou
Lymphocryptovirus) et le genre
gamma-2 herpésvirus (ou
Rhadinovirus), auquel appartient le
BoHV-4.

Le genre Lymphocryptovirus ne
compte que des virus infectant les pri-
mates dont I’homme. Ces virus sont
tous apparentés sérologiquement. Ce

genre est représenté par I'herpésvirus
humain 4 (HHV-4 ou EBV pour her-
pesvirus Epstein-Barr) responsable de
la mononucléose infectieuse, et par
des virus apparentés infectant des
singes de I’ancien monde. Les lym-
phocryptovirus infectent les lympho-
cytes B (Lg) in vitro. L'infection est
généralement non productive et peut
résulter en I'immortalisation des cel-
lules B ou de leurs précurseurs. Ces
cellules constituent le site de latence
pour les membres du genre.

Le BoHV-4 appartient au genre
Rhadinovirus dont le prototype est
I"herpésvirus saimiri  (SaHV-2,
anciennement HVS), infectant le
singe saimiri, primate dAmérique du
Sud (Bublot et al., 1990; Lomonte et
al., 1995). D’ autres rhadinovirus sont
I" herpésvirus acélaphin 1 (AIHV-1)
et I"herpésvirus ovin 2 (OvHV-2),
agents étiologiques respectifs des
formes africaine et européenne du
coryza gangreneux, |"herpésvirus
humain 8 (HHV-8) associé au sar-
come de Kaposi, ou encore | herpés-
virus murin 4 (MuHV-4, ancienne-
ment MHV-68) et les herpéesvirus
équins 2, 5et 7 (EHV-2, 5 et 7). Les
membres de ce genre forment un
groupe distinct au sein de la sous-
famille sur base de leurs séquences
nucléotidique et protéique. Ils ont été
isolés a partir d’un grand nombre
d’ espéces hotes. Beaucoup de rhadi-
novirusréalisent in vitro une infection
productive dans des fibroblastes issus
d’ espéces multiples. Bien que lesrha
dinovirus présentent généralement un
tropisme pour les cellules lymphoides
T (Roizman et Pellet, 2001), I'infec-
tion latente a été aussi rapportée pour
certains membres dans les Lg
(Drummer et al., 1996; Bergquam et
al., 1999; Flano et al., 2002). Notons
enfin que si le SaHV-2 est le rhadino-
virus phylogéniquement le plus
proche du BoHV-4 (Bublot et al.,
1990; Lomonte et al., 1995;
Zimmermann et al., 2001), ce dernier
ne posséde pas de parent direct parmi
les espéces identifiées au sein du
genre, ce qui rend son origine incer-
taine (McGeoch, 2001).

En conclusion, le BoHV-4 appartient
a la famille Herpesviridae, sous-
famille Gammaherpesvirinae, genre
Rhadinovirus. Il n’est phylogénique-

ment proche d aucun rhadinovirus
décrit acejour.

2/ ASPECTSCLINIQUESDE
L'INFECTION PAR
L’'HERPESVIRUSBOVIN 4

2.1/ Spectred’hbtesin vivo

Lesbovins ont toujours été considérés
comme les hétes naturels les plus pro-
bables du BoHV-4. Cependant, le
BoHV-4 a trés souvent été isolé
d autres espéeces. Ainsi, la souche 66-
p-347 de BoHV-4 a été isolée d’'un
bison américain (Bison bison) présen-
tant des signes cliniques de coryza
gangreneux (Todd et Storz, 1983). La
souche M40 a étéisolée en Inde apar-
tir de tumeurs ethmoidales issues de
deux troupeaux de zébus (Bos indi-
cus) (Moreno-Lopez et al., 1989). Le
BoHV-4 a pu étre isolé du buffle afri-
cain (Syncerus caffer) et cette espece
semble méme constituer un réservoir
pour le virus dans certaines régions
d’ Afrique ou la prévalence de I’ infec-
tion chez des buffles apparemment
sains est largement supérieure
(93,6%) a ce qui est généralement
observé chez les bovins domestiques
en élevage intensif (Rossiter et al.,
1989). Le BoHV-4 a également été
isolé d’un mouton atteint de pneumo-
nie (Van Opdenbosch et al., 1986a).
Cet isolat ne semblait néanmoins pas
responsable de la maladie observée
vu I'impossibilité de reproduire la
pathologie par |'épreuve d'inocula-
tion. Quoi qu’il en soit, le virus ino-
culé au mouton a pu étre réisolé ala
suite d’un traitement a la dexamétha-
sone, indiquant que cette espece ani-
male pourrait jouer un rdle dans la
dissémination du BoHV-4 aux trou-
peaux de bovins. Une enquéte sérolo-
gique effectuée sur 50 moutons pro-
venant de 50 exploitations différentes
a détecté trois animaux séropositifs
Vis-a-vis du BoHV-4.

En ce qui concerne les ruminants sau-
vages en Belgique et en France, une
étude sérologique n'a pas détecté
d’animaux séropositifs, ce qui peut
laisser présager que ces especes ne
constituent pas des réservoirs du
BoHV-4 (Meersschaert et al., 1988;
Thiry et al., 1988).

Le BoHV-4 a également été isolé a
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partir d’ espéces de non ruminants. Le
"feline cell-associated herpesvirus"
(FeCAHV) ou "feline herpesvirus 2"
(FeHV-2) est issu de chatons clini-
guement sains, d'un chaton présen-
tant une obstruction urétrale et une
infection a calicivirus (Rich et
Fabricant, 1969; Fabricant et al.,
1971; Fabricant et Gillespie, 1974).
Le profil de restriction et I'antigéni-
cité de ce virus révélent qu'il consti-
tue en réalité un isolat supplémentaire
de BoHV-4 (Kit et al., 1986; Kruger
et al., 1989). Il est a priori étonnant
d’isoler un virus de bovin chez un
félin et il a été suggéré que son ori-
gine soit une contamination survenue
ultérieurement au prélévement. En
effet, le BoHV-4 est fréguemment
isolé de sérum de veau fodal, utilisé
dans les milieux de culture cellulaire
(Thiry et al., 2000). Néanmoins, I'ino-
culation expérimentale de chats avec
le BoHV-4 aétéréussie (Kruger et al.,
1990a). Ces résultats démontrent que
le chat est réceptif au BoHV-4 ou du
moins aux souches qui lui sont adap-
tées. En effet, les tentatives d'inocula
tion du chat adulte par la souche euro-
péenne Movar 33/63 ont échoué
(Thiry et al., 1991). La souche
FeCAHV ne présente aucune parenté
avec le véritable herpésvirus félin,
responsable de la rhinotrachéite
féline. La détection d’anticorps
réagissant contre le BoHV-4 chez un
grand pourcentage de chats aux Etats-
Unis traduit vraisemblablement la
présence réelle du BoHV-4 chez cette
espece. En effet, une virémie associée
aux cellules apu étre détectée al’ aide
d’une amplification spécifique du
géne de laglycoprotéine B du BoHV-
4 chez 37,7 % des animaux séroposi-
tifs (Kruger et al., 2000). On peut
spéculer sur I’ origine d’ une souche de
BoHV-4 chez le chat : elle pourrait
résulter de la réelle circulation d'une
souche adaptée aux félins, tout
comme de I'inoculation d’ un matériel
biologique contaminé a grande
échelle (par le biais d’'un vaccin, par
exemple). Si le chat est sensible au
BoHV-4, il reste a déterminer de
facon définitive s'il est la cible d'in-
fections naturelles, voire méme s'il
n'existe pas un autre herpesvirus du
chat non encore identifié, antigéni-
gquement et phylogéniquement proche
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du BoHV-4. Des souches de BoHV-4
ont également été isolées chez un
autre félin : le lion (Panthera leo)
(souche HB420) (Egelhof et al.,
1991; Egyed et al., 1997). Il convient
la encore d' étre prudent quant al’in-
terprétation de ce type de découverte,
bien qu’a nouveau, la souche de lion
se soit montrée adaptée aux félins
(Egyed et al., 1997).

La découverte que I'herpésvirus aotus
type 2 (HVA-2) est également une
souche de BoHV-4 étend encore le
spectre d'espéces présumées récep-
tives au BoHV-4 (Barahona et al.,
1973; Fuchs et al., 1985; Bublot et
al., 19914). L’isolat provient d’ une
culture de cellules rénales d’'un singe
douroucouli (Aotus trivirgatus) appa
remment sain. Le HVA-2 a été entie-
rement caractérise. Son génome et ses
protéines sont quasi identiques a ceux
du BoHV-4; les différences observées
sont compatibles avec les variations
inter-souches déja observées (Bublot
et al.,, 1991a; Dubuisson et al.,
1991a). Il semble que le virus ne soit
ni pathogéne ni oncogene pour le
douroucouli. Quoi qu'il en soit, il n'a
pas été utilisé pour des infections
expérimentales et la sensibilité de ce
singe n'est donc pas définitivement
établie (RlUger et al., 1980).
Cependant, une enquéte sérologique
menée dans différents centres de pri-
mates a révélé une séroprévalence
anti-BoHV-4 significative (42%)
(Barahona et al., 1973). A nouveau,
ces résultats doivent étre interprétés
avec prudence, en considérant la pos-
sibilité qu'il s'agisse d' une contami-
nation en phase d’'isolement ou qu'il
existe dans la niche écologique étu-
diée un herpésvirus antigéniquement
apparenté provoquant des réactions
sérol ogiques croi sées.

Des anticorps dirigés enversle BoHV-
4 ont été détectés chez des éléphants
d’'Asie (Elephas maximus) captifs
(Metzler et al., 1990). Par ailleurs, une
séquence codante pour une ADN
polymérase et présentant une haute
homologie avec le géne orthologue du
BoHV-4 apu étre amplifiée a partir de
cellules mononucl éées sanguines d’ un
rhinocéros noir (Diceros bicornis)
d' un zoo californien (numéros d' ac-
cés: AF287948, Worley et al., non
publié). Ceci pourrait traduire I’ exis-

tence d'un herpésvirus apparenté au
BoHV-4 dans cette niche.

Un certain nombre d’ espéces chez
lesquellesle BoHV-4 n'apas été isolé
en conditions naturelles se sont néan-
moins avérées sensibles expérimenta-
lement & la multiplication virale,
voireal’ éablissement de lalatence et
a la réactivation virale. Ces espéces
doivent donc étre incorporées dans le
spectre d' hote expérimental du virus.
Citons notamment la chevre, le
cobaye et le lapin (Moreno-Lopez et
al., 1989; Egyed et al., 1997). Le
lapin est par ailleurs considéré
comme un modéle expérimental adé-
quat pour I'étude de la biologie du
BoHV-4 (Osorio et al., 1982; Osorio
et al., 1985a; Naeem et al., 1990;
Naeem et al., 1991a; Naeem et al.,
1991b; Egyed et al., 1999; Lin et al.,
2000). Notons que I’ inoculation expé-
rimentale de souris, hamsters, rats et
poulets ne produit pas de signes cli-
niques (Gibbs et Rweyemamu, 1977).

2.2/ Signes cliniques associés a
I"herpesvirusbovin 4

Le BoHV-4 a été isolé de bovins
malades, de bétail apparemment sain
ou méme de culture de cellules pri-
maires (Thiry et al., 1989; Thiry et
al., 1990; Egyed, 2000). Pour cette
raison, il a parfois été qualifié de
"virus passager" (Moreno-Lopez et
al., 1989; Thiry et al., 2000).

Chez les bovins, les différentes
souches proviennent principalement
de cing groupes d'entités cliniques:

a) Affections oculaires et
respiratoires (conjonctivite, rhinite,
trachéite, pneumonie).

Les deux souches de référence ont été
isolées de cas de kératoconjonctivite
aigué (Bartha et al., 1966) ou de
maladie respiratoire caractérisée par
des écoulements nasaux, de la toux,
de I'hyperpnée et de la dyspnée mais
sans conjonctivite (Mohanty et al.,
1971). D’autres souches ont égale-
ment étéisolées d’ animaux atteints de
pathologies respiratoires (Smith et
al., 1972; Evermann et al., 1985).



b) Affections génitales (orchite,
épididymite, vaginite, avortement,
métrite, mammite).

En Afrique du Sud, de nombreuses
souches de BoHV-4 ont été isolées
d'un syndrome appelé " épivag", se
caractérisant par de I’ épididymite
chez les taureaux et de la vaginite
chez les vaches (Mare et Van
Resenburg, 1961 ; Theodoridis, 1978;
1985). D’autres souches africaines
(Tanzanie) dites "non syncytiales"
ont été isolées de sperme de taureau
(Rweyemamu et Loretu, 1973;
Loretu et al., 1974; Marinov et al.,
1974). Ces derniéres présentent des
propriétés biologiques similaires au
BoHV-4, sans pour autant avoir fait
I’objet d'une caractérisation antigé-
nigue ou génomique. Les deux
souches belges de référence, la
souche V. test et la souche LVR 140,
proviennent respectivement d’ani-
maux présentant de I’ orchite et de la
métrite post-partum (Thiry et al.,
1981a; 1981b; Wellemans et al.,
1983; Wellemans, 1984). La métrite
est observée seule ou associée a des
symptoémes variés dans I'exploitation
concernée : diarrhée, mortalité néona-
tale, signes respiratoires et mammite
(Wellemans, 1984). L’isolement
d’ autres souches au départ de patho-
logies génitales a été décrit en Itaie
(Castrucci et al., 1986; Luini et Fioni,
19864a) et aux Etats-Unis (Parks et
Kendrick, 1973; Evermann et al.,
1985). Le BoHV-4 a également été
isolé d avortons, parfois en associa-
tion avec levirus de la diarrhée virale
bovine (Reed et al., 1979; Wellemans
et  Van Opdenbosch, 1989).
Récemment, le BoHV-4 était encore
associé a de I'endométrite (Frazier et
al., 2001; 2002). Le BoHV-4 a aussi
€té isolé de vaches atteintes de mam-
mite (Wellenberg et al., 2000;
Wellenberg, 2002). Sa présence a été
détectée dans la fraction cellulaire du
lait de vaches issues d’'un troupeau
ayant un historique sanitaire lié au
virus (Donofrio et al., 2000c).

¢) Lésions cutanées.

LeBoHV-4 aétéisolédelésions cuta
nées, notamment de dermite aigué
pustuleuse mammaire, d’ulceres
mammaires et de dermatite interdigi-
tée (Reed et al., 1977; Luini et Fioni,

1986b; Cavirani et al., 1996;
Donofrio et al., 2000a). Il a égale-
ment été isolé d’animaux atteints de
dermatose nodulaire (Alexander et
al., 1957; Rweyemamu et Loretu,
1973; House et al., 1990).

d) Coryza gangreneux.

Le BoHV-4 a été isolé chez des ani-
maux présentant la forme européenne
du coryza gangreneux (Liebermann et
al., 1967; Storz, 1968; Todd et Storz,
1983).

€) Troubles associés au tractus
digestif (glossite, entérite, tumeurs
du rumen).

Aux Etats-Unis, le BoHV-4 aétéisolé
du tractus digestif, a partir de féces
diarrhéiques (Eugster, 1978/1979).
Une souche a été détectée a partir
d’une tumeur du rumen (Kaminjolo et
al., 1972). D’autres proviennent de
glossite ulcéreuse et autres lésions
linguales (Rweyemamu et Loretu,
1973; Luini et al., 1985; Cavirani et
al., 1990).

Ajoutons que certaines souches de
BoHV-4 ont aussi été isolées chez des
animaux atteints de pathologies et
tableaux cliniques aussi variés que la
stomatite vésiculeuse (Evermann et
Henry, 1989), I’asthénie (Nakane et
al., 2000; Yamamoto et al., 2000) ou
de diverses néoplasies telles un lym-
phosarcome (Potgieter et Mare,
1974), un carcinome squameux OCu-
laire (Anson et al., 1982), un lym-
phome a cellules T (Toho et al.,
1985), une tumeur de la vessie
(Kaminjolo et al., 1972) ou une
tumeur ethmoidale (Moreno-Lopez et
al., 1989).

Parallelement aux souches issues
d’animaux malades, de nombreuses
souches ont aussi été isolées chez des
animaux apparemment sains, princi-
palement au départ de cellules rénales
(Luther et al., 1971; Belak et Palfi,
1974; Ludwig, 1983), mais aussi a
partir du ganglion de Gasser (Homan
et Easterday, 1981) ou encore d'un
mélange de foie, de poumon et de rate
provenant d’un veau (Krogman et
Mcadaragh, 1982).

Chez le chat, le BoHV-4 a été associé
a I'urolithiase (Rich et Fabricant,
1969; Fabricant et al., 1971;

Fabricant et Gillespie, 1974; Kruger
et al., 1991; Kruger et Osborne,
1995); il a été isolé chez un lionceau
qui présentait un retard de croissance
et des troubles du systéme nerveux
central (Egelhof et al., 1991; Egyed
et al., 1997).

2.3/ Virulence

Les essais d'inoculations expérimen-
tales du BoHV-4 n’ ont souvent repro-
duit que peu ou pas de signes cli-
niques, malgré qu’une multiplication
virale soit observée. Cesessais ont été
effectués avec des souches respira-
toires (Bartha et al., 1967; Smith et
al., 1972), des souches génitales
(Osorio et Reed, 1983; Castrucci et
al., 1987a4), des souches intestinales
(Eugster, 1978/1979) et une souche
isolée d'un cas de coryza gangreneux
(Liebermann et al., 1967).

Par ailleurs, des expériences sem-
blables réalisées avec d autres isolats
ont induit une pathologie sévére. En
ce qui concerne la sphére respiratoire,
les inoculations intratrachéales et
intranasales de la souche DN599 ont
entrainé conjonctivite et pneumonie
provoquant une détresse respiratoire
responsable de la mort de certains
animaux (Mohanty et al., 1971).
Notons cependant que ces manifesta-
tions ne peuvent pas étre attribuées au
réle unique du BoHV-4 puisque
Pasteurella multocida était isolée
concomitamment. D’autres auteurs
ont reproduit des symptémes respira-
toires accompagnés de fiévre, d’ ano-
rexie et d abattement, par inoculation
par voie intranasale d’ une souche
génitale a des veaux (Castrucci et al.,
1987b). Pour ce qui est des affections
cutanées, il a été possible de repro-
duire une dermatite papuleuse apres
inoculation expérimental e de BoHV-4
(Cavirani et al., 1990).

L'implication du BoHV-4 dans les
maladies du tractus génital est étayée
par plusieurs résultats. En Belgique,
I’inoculation expérimentale de la
souche V. test par les voies intratesti-
culaire, intraveineuse et intranasale
N’ a pas reproduit de signes cliniques,
exceptée une azoospermie transitoire
chez certains animaux. La souche
s'est pourtant multipliée, a été excré-
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tée, a provoqué des |ésions microsco-
pigues dans les testicules et S'est ins-
tallée a |’ état latent chez les animaux
inoculés (Dubuisson et al., 1987a;
1989a). D’autre part, I’inoculation
intraveineuse de la souche LVR140 &
des vaches gestantes a entrainé une
meétrite, une semaine environ apres le
part (Wellemans et al., 1986;
Wellemans et Van Opdenbosch,
1987). En 1976, une souche de
BoHV-4, isolée d'un cas de métrite, a
été inoculée a différentes périodes de
gestation (Kendrick et al., 1976).
Deux foetus sont morts a trois et
quatre mois de gestation. Aucun signe
n'était observé chez les vaches infec-
tées a sept mois de gestation. Le role
du BoHV-4 dans I'avortement bovin
n'est pas définitivement éucidé bien
que des évidences épidémiologiques
plaident pour son intervention a ce
niveau en Belgique (Wellemans et
Van Opdenbosch, 1989). Des taux
élevés d'anticorps anti-BoHV-4 sont
associés a I'avortement bovin entre
cing et neuf mois de gestation (Fitton
et al., 1990; Czaplicki et Thiry,
1998). Les inoculations intranasale et
intramammaire simultanées permet-
tent de reproduire une mammite sub-
clinique (Wellenberg et al., 20024).

Le BoHV-4 s'est avéré pathogene
dans des modéles animaux autres que
les bovins, tels que le lapin (Osorio et
al., 1982; Naeemet al., 1990; 1991a;
1991b) ou le chat (Fabricant, 1977;
Kruger et al., 1989; 1990a; 1990b;
Egyed et al., 1997). L'inoculation
intra-utérine d'une souche de BoHV-
4, isolée d'un avorton bovin, a des
lapines gestantes a provoqué I'avorte-
ment de foetus hémorragiques et une
endométrite. Par contre, |'inoculation
intraveineuse et intravaginale n'a
entrainé dans cette espece qu'une vul-
vovaginite |égére et de I'endométrite
(Naeem et al., 1990). Les souches de
BoHV-4 isolées du chat induisent la
formation de cristaux en culture de
cellules (Fabricant et al., 1971). L'un
de ces cristaux a été identifié comme
étant du cholestérol (Fabricant et al.,
1973). L'inoculation du virus a des
chats d'élevages conventionnels ou
SPF (Specific Pathogen Free) ainduit
des signes cliniques de conjonctivite,
trachéite, bronchite, pneumonie
(Egyed et al., 1997). Chez des chats

220

males SPF, le virus a provoqué une
pathologie urinaire (cystites hémorra-
giques et obstructions urétrales)
accompagnée d'une séroconversion
(Fabricant, 1981; Kruger et al.,
1990b). Par contre, une autre expé-
rience d’'inoculation expérimentale a
des chats non SPF n’a pas reproduit
de signes cliniques (Kruger et al.,
1990a). Le virus a néanmoins provo-
queé une réponse sérologique et s est
installé & |’ état latent chez ces ani-
maux. Les modeles expérimentaux
lapin et chat reproduisent plus ou
moins fidelement la pathogénie
observée chez I’ espece héte naturelle.
Quoi qu'il en soit, le type de souches
utilisées, certains facteurs propres aux
animaux (&ge, sexe, gestation) et ala
procédure expérimentale (voie d'ino-
culation, mode de détection) peuvent
aboutir ades résultats variables qui ne
reflétent qu’imparfaitement la réalité
d’une infection naturelle (Naeem et
al., 1991a; Thiry et al., 1991).

Le role du BoHV-4 dans les maladies
des bovins reste donc matiére a dis-
cussion. Le pouvoir pathogéne du
BoHV-4 est controversé et semble
dépendre en partie des souches utili-
sées. Peu d' entre elles sont réellement
pathogénes, et lamajorité n'induit pas
ou peu de signes cliniques lors d'in-
fections expérimentales de bovins.
Néanmoins, le BoHV-4 est de plus en
plus impliqué dans des affections du
tractus génital femelle : métrite post-
partum, vulvovaginite et avortement.
Le BoHV-4 pourrait aussi agir en
association avec d'autres agents infec-
tieux. Par exemple, une surinfection
par le BoHV-4 de veaux infectés un
mois plus t6t par du virus de la diar-
rhée virale bovine cytopathogene a
provoqué des signes généraux (fievre
et dépression), ainsi que du jetage
nasal, de la leucopénie et de la diar-
rhée. Le virus de la diarrhée virale
bovine était réisolé des écouvillons
nasaux (Castrucci et al., 1992). Une
association de type synergique pour-
rait exister entre le BoHV-4 et
d'autres agents pathogénes
(Evermann et Henry, 1989). Il a
notamment été proposé que le BoHV-
4 induit une immunodépression favo-
risant d'autres infections (Van
Opdenbosch et al., 1984). Par
ailleurs, il est connu que certains rha-

dinovirus, telsI’ AIHV-1, I’ agent étio-
logique de la forme africaine du
coryza gangreneux, ont la propriété
de s atténuer complétement apres
quelques passages en culture de cel-
lules (Plowright et al., 1965;
Plowright, 1968; Handley et al.,
1995). Ces données suggérent qu’ une
atténuation des souches de BoHV-4
au cours de I’amplification en culture
de cellules consécutive a I’isolement
viral pourrait étre une des raisons
expliquant I'incapacité fréquente a
reproduire des signes cliniques suite a
I"inoculation d’' épreuve avec ce virus.

2.4/ Pathogénie et latence

Le BoHV-4 est régulierement isolé a
la fois du tractus respiratoire supé-
rieur (Castrucci et al., 1987b) et des
voies génitales (Wellemans, 1984;
Van Opdenbosch et al., 1988). La
transmission par voie nasale a été
prouvée de maniéere expérimentale
(Castrucci et al., 1987a; Dubuisson et
al., 1989a). La transmission naturelle
par voie génitale est probable mais
n'a pas encore été établie. D'autres
voies d'inoculation ont été utilisées
expérimentalement : injections intra-
veineuse, intradermique et intratesti-
culaire (Osorio et Reed, 1983;
Dubuisson et al., 1987a; 1989a).

Lamultiplication primaire du virus se
déroule vraisemblablement au niveau
de la porte d'entrée, c'est-a-dire au
niveau des cellules épithéliales des
muqueuses. Le virus se propagerait
ensuite dans |'organisme par le biais
des cellules mononucléées infectées
(Osorio et Reed, 1983). L'infection de
cellules sanguines par le BoHV-4
pourrait avoir des conséguences sur la
régulation de la réponse immune.
L'altération de cette réponse pourrait
expliquer l'intervention du BoHV-4
comme facteur associé a une variété
de syndromes différents. La virémie
n'est pas toujours détectable et peut
réapparaitre de facon périodique
(Dubuisson et al., 1987a; Egyed et
al., 1999). Sur base de la sensibilité
des cellules endothéliales bovines a
I"infection par le BoHV-4, il a été
suggéré que le virus puisse se propa-
ger des cellules mononucléées san-
guines a I’endothélium vasculaire, et
de |a, dans divers tissus (Lin et al.,



1997; Lin et al., 1999). Le virus peut
étreisolé de nombreux organes ou tis-
sus, y compris le cerveau et lamoelle
épiniére (Castrucci et al., 1987b;
Dubuisson et al., 1989a; Nakane et
al., 2000). De plus, il peut passer la
barriére placentaire et infecter le
fogus chez la vache gravide
(Kendrick et al., 1976; Wellemans et
Van Opdenbosch, 1989). L’ étude des
interactions entre le BoHV-4 et lacel-
luleinfectée arévélé que les héparans
sulfates interviennent comme pre-
miers récepteurs d’attachement
(Vanderplasschen et al., 1993). Vu la
distribution ubiquiste de I"héparan
sulfate, il faut postuler I’existence
d'un second récepteur cellulaire
impliqué dans une seconde phase
d’ attachement et/ou de pénétration et
qui restreint le tropisme tissulaire du
virus. Invitro, il a été démontré quela
multiplication du BoHV-4 est dépen-
dante de laphase S du cycle cellulaire
(Vanderplasschen et al., 1995). Si
cette dépendance existe également in
vivo, elle expliquerait pourquoi le
BoHV-4 se multiplie exclusivement
dans les cellules en division. Le virus
se multiplie principalement dans les
épithéliums oculaires, respiratoires et
génitaux. Ces tissus sont considérés a
|lafois comme des sites de multiplica-
tion primaires et secondaires. Levirus
peut y produire des |ésions de nécrose
cellulaire et étre excrété dans les
écoulements oculaires, le jetage nasal
et les séerétions génitales.

Aprés primo-infection, le BoHV-4
Sinstalle a I’ état latent, comme les
autres herpésvirus. L'état latent
consiste en la présence, dans certaines
cellules, de l'information génétique
virale sous forme d’ un épisome circu-
laire. 1l sagit donc d'une infection
silencieuse au cours de laquelle seul
un petit nombre de génes codant pour
des protéines virales sont exprimés.
Le BoHV-4 a |'état latent peut étre
réactivé ala suite d' un stimulus natu-
rel tel que la parturition, ou expéri-
mental tel qu’ un traitement a la dexa-
méthasone. |l est alors réisolé a partir
d'écouvillons nasaux, de cellules
mononucléées sanguines (CMS), de
cultures d'explants de moelle épiniére
et de ganglion trijumeau (Krogman et
McAdaragh, 1982; Osorio et Reed,
1983; Castrucci et al., 1987c;

Dubuisson et al., 1989a). Les caracté-
ristiques des isolats viraux réisolés
aprés réactivation ou durant la
période de latence ne différent pas du
virus inoculé initialement.

Le site de latence a pu étre déterminé
pour certains rhadinovirus: il s agit
de cellules macrophagiques et/ou des
Lg en ce qui concerne le MuHV-4, le
EHV-2 et le CeHV-17 (Sunil-Chandra
et al., 1992; Drummer et al., 1996;
Bergquam et al., 1999; Weck et al.,
1999; Flano et al., 2000). La nature
des cellules supportant I’infection
latente du BoHV-4 reste encore I’ ob-
jet d’une littérature abondante et
contradictoire. La présence du virus
latent a été démontrée dans les CMS
(Osorio et Reed, 1983; Dubuisson et
al., 1989a; Boerner et al., 1999).
Parall&élement, la rate apparait comme
I'organe principal supportant la
latence chez le lapin infecté expéri-
mentalement (Osorio et al., 1982;
Osorio et al., 1985a) et chez les
bovins (Egyed et al., 1996; Lopez et
al., 1996). La latence du BoHV-4 au
sein des CMS est vraisemblablement
a I’origine de la détection de I’ADN
viral au sein de tous les organes vas-
cularisés (nceuds lymphatiques,
amygdales, ganglion trijumeau, sys-
téme nerveux central (cerveau, cerve-
let, moelle épiniére), tractus respira-
toire supérieur, poumon, moelle
osseuse, conjonctive, cornée, tractus
digestif, vésicule hiliaire) (revu par
Egyed et Bartha, 1998; Boerner et al.,
1999). Il faut donc étre trés prudent
avant de considérer ces organes en
tant que sites de latence effectifs.
Parmi les CMS, certains auteurs sou-
tiennent la thése d’ une latence au sein
de la lignée lymphocytaire (Egyed et
al., 1996; Boerner et al., 1999) ou de
lalignée monocytaire-macrophagique
(cellules non T et non B de la zone
marginale de larate) (Osorio et Reed,
1983; Osorio et al., 1985a; Lopez et
al., 1996). Aucun consensus clair n'a
pu étre dégagé jusqu'a présent
(Osorio et al., 1996). Récemment, il a
été montré que le virus peut établir
une infection persistante in vitro dans
une lignée macrophagique bovine
(Donofrio et Van Santen, 2001).

2.5/ Réponseimmune envers

I"her pésvirus bovin 4

La réponse immune des bovins aprées
une infection par le BoHV-4 se carac-
térise par une production faible voire
nulle d’anticorps neutralisants alors
gue de hauts titres d'anticorps anti-
BoHV-4 peuvent étre détectés par
immunofluorescence indirecte (I1FI)
(Luther et al., 1971; Mohanty et al.,
1972; Sass et al., 1974; Storz et al.,
1984; Edwards et Newman, 1985;
Truman et al., 1986; Wellemans et
al., 1986; Castrucci et al., 1988).

Quand une réponse est observée, les
anticorps neutralisants apparaissent
entre 22 et 34 jours aprés la primo-
infection (Castrucci et al., 1987a).
Cependant, la présence de complé-
ment permet une détection plus pré-
coce et augmente considérablement
les titres d’'anticorps neutralisant le
BoHV-4 (Dubuisson et al., 1987h).
Aucune réponse secondaire en anti-
corps neutralisants n’est observée
chez des animauix infectés, traitésala
dexaméthasone. Ceci suggeére que le
BoHV-4 n'est neutralisé que par des
immunoglobulines précoces apparte-
nant probablement ala classe des IgM
(Dubuisson et al., 1989a). Une étude
de la neutralisation a I’aide d anti-
corps monoclonaux dirigés contre des
glycoprotéines d'enveloppe du
BoHV-4 indique que les domaines
protéiques impliqués dans |’ attache-
ment et la pénétration sont peu acces-
sibles aux anticorps monoclonaux
(Dubuisson et al., 1990). Le test de
séroneutralisation ne peut donc pas
étre utilisé pour identifier une souche
du BoHV-4 ou pour détecter des anti-
corps. Par contre, des techniques
comme I'IFI ou I'ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) détec-
tent une séroconversion entre 14 et 20
jours aprés une infection primaire
(Osorio et Reed, 1983; Edwards et
Newman, 1985; Dubuisson et al.,
1987b). De plus, une réponse secon-
daire est mise en évidence par ces
techniques alasuite de laréactivation
virale (Dubuisson et al., 1989a).

L’association du BoHV-4 avec les
CMS et lestissus lymphoides dans les
infections aigués et latentes pourrait
interférer avec la régulation de la
réponse immune a médiation cellu-
laire, mais ces effets n’ ont pas encore
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été étudiés (Osorio et al., 1985a).

Seuls des tests d’hypersensibilité
retardée ont été pratiqués chez les
bovins infectés expérimentalement.
Ceux-ci se sont révélés négatifs a plu-
sieurs reprises et ne peuvent donc pas
étre utilisés pour le diagnostic de rou-
tine (Castrucci et al., 1988). Un test &
I"interféron-y a également été suggéré
pour investiguer la réponse a média-
tion cellulaire montée envers le
BoHV-4 (Godfroid et al., 1996).

2.6/ Epidémiologie del’infection

Le virus a été identifié dans de nom-
breux pays, notamment en Europe,
mais auss en Afrique, en Amérique
du Nord et en Asie. L'infection virale
est signalée depuis longtemps en
Europe. En Belgique, 28,7% des
exploitations de Wallonie sont séro-
positives, contre 15% en Flandre
(Van Malderen et al., 1987). Dans une
autre étude, 38% des veaux de deux
unités d engraissement possédaient
des anticorps dirigés contre le BoHV-
4 (Van Opdenbosch et al., 1986b).
Aux Pays-Bas, le virus a pu étre
détecté dans 4% des échantillons de
lait issus de 54 vaches atteintes de
mammite (Wellenberg et al., 2002b).
En 1986, 18,4% des sera bovins
étaient positifs en Allemagne de
|'Ouest ainsi que 0% a 69% des sera
issus de taureaux appartenant a un
centre d'insémination artificielle situé
en Allemagne (Truman et al., 1986).
Dans le nord de I'ltalie, 50% des
exploitations sont infectées (Luini et
Fioni, 1986a; 1986b). En Suisse,
4,2% du bétail est séropositif
(Metzler et al., 1990). Dans |’ ouest de
I’Ecosse, une étude portant sur 109
taureaux d'élevage n'a pas détecté
d’'anticorps anti-BoHV-4 (Mcgowan
et Murray, 1999). La situation épidé-
miologique en France n’est pas
connue avec précision. Cependant, il
existe des bovins séropositifs envers
le BoHV-4. En Pologne, une enquéte
menée sur des bisons européens sau-
vages (Bison bonasus) n’a pas permis
|a détection du BoHV-4 (Borchers et
al., 2002).

Au Kenya, en Tanzanie et en Afrique
du Sud, différentes souches assimi-
|ables au BoHV-4 ont été isolées d’ af -
fections cutanées ou du syndrome
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"epivag" (Kaminjolo et al., 1972;
Rweyemamu et Loretu, 1973;
Theodoridis, 1978). Une étude séro-
logique effectuée au Zaire a détecté
70% de bovins séropositifs (Eyanga
et al., 1989). Au Ghana et en
Ethiopie, on rapporte respectivement
des séroprévalences de 14% et de
22,3% (Marchot et al., 1991;
Woldemeskel et al., 2000). En
Afrique de I'Est, 93,6% des buffles
africains sont séropositifs pour le
BoHV-4 (Rossiter et al., 1989). Une
telle séroprévalence n'est pas expli-
cable en soi, a fortiori chez des ani-
maux vivant en liberté sur des terri-
toires étendus.

En Amérique du Nord, la séropréva-
lence de différentes sous-populations
envers le BoHV-4 varie fortement
d'une région a I'autre. En 1977, 2%
des bovins de I’ Oklahoma étaient
séropositifs (Potgieter et Mare, 1974).
En 1986, 8,7 % des sera provenant des
Etats-Unis étaient positifs (Truman et
al., 1986). Une étude sérologique sur
des bovins viandeux et laitiers de
I'ldaho, de ['Oregon et de
Washington a détecté 86 % d’ animaux
séropositifs (Guo et al., 1988). Une
autre étude récente effectuée dans le
Minnesota a permis de mettre en évi-
dence des anticorps anti-BoHV-4
chez 17% d'animaux appartenant a
des exploitations sans problémes, et
chez 36% a 88% d’'animaux prove-
nant d’une exploitation avec pro-
blémes de reproduction (Naeem et al .,
1989). Dans le Kansas, la prévaence
de I'infection par le BoHV-4 est de
12,4% dans le bétail viandeux et de
24,2% dans le bétail laitier (Phillips
et al., 1983; Phillips et Nassar, 1989).
Dans I’ état de Géorgie, I’endométrite
associée au BoHV-4 semble étre un
syndrome émergeant et on rapporte
une séroprévalence de 36% chez des
troupeaux laitiers présentant ce genre
de problémes (Frazier et al., 2001;
2002). A Taiwan, 23,3% des bovins
sont séropositifs (Kwang, 1999); au
Japon, une enquéte épidémiologique
récente montre que 8,9 % des bovins
ont des anticorps anti-BoHV-4 détec-
tables par ELISA (Asano et al.,
2003).

Dans le centre du Michigan, 44% des
chattes et 73% des chats possédent
des anticorps dirigés contre le BoHV-

4 (Kruger et al., 2000), ce qui dépasse
les 30% de séroprévalence décelés
préalablement au Minnesota (Kruger
etal., 1991).

Le virus est donc présent de maniére
significative partout dans le monde,
sans étre cependant |a cause de patho-
logies importantes.

2.7/ Diagnostic

Le diagnostic peut étre réalisé par la
mise en évidence du virus de fagon
directe (isolement viral ou mise en
évidence du génome ou des antigénes
viraux) ou indirecte (démonstration
d’ une réponse immune dirigée contre
le BoHV-4). Comme |le BoHV-4
infecte des CMS (Osorio et Reed,
1983), il peut étre isolé virtuellement
de tous les organes. Son isolement ou
sa détection dans un tissu ou un
organe ne démontre pas son role dans
les |ésions observées, mais peut sSim-
plement résulter de sa présence inci-
dente dans des cellules sanguines, au
moment de larécolte du prélévement.
Ceci explique probablement aussi en
partie la variété de maladies dans les-
quelles le BoHV-4 a été isolé. Tout
diagnostic direct d'infection par le
BoHV-4 doit donc étre interprété avec
beaucoup de prudence.

Tout d’abord, le diagnostic direct
d’infection par le BoHV-4 peut repo-
ser sur son isolement en cultures pri-
maires de cellules ou par co-culture
de cellules mononucléées ou d’ ex-
plants avec des lignées continues.
D’autre part, la détection du matériel
génétique du BoHV-4 sefait par PCR
ou par hybridation in situ. Le dia-
gnostic PCR utilise des amorces spé-
cifiques, par exemple pour le géne
codant pour la glycoprotéine gB
(Boerner et al., 1999) ou lathymidine
kinase (Egyed et al., 1996; Egyed et
Bartha, 1998; Wellenberg et al.,
2001). D’autres séquences d’ ADN
ont été choisies pour la détection spé-
cifique du BoHV-4, par des tech-
niques d’hybridation notamment
(Naeem et al., 1991b; Galik et al.,
1993). La mise en évidence des gly-
coprotéines virales se fait par mar-
guages immunofluorescents (Anson
et al., 1982; Augsburger et Metzler,
1989) ou autres techniques d'immu-
nohistochimie (Egyed et al., 1997).



Cestechniques utilisent des sera poly-
clonaux monospécifiques issus de
bovins ou de lapins, ou encore diffé-
rents anticorps monoclonaux produits
par inoculation de souris (Dubuisson
et al., 1989%b; Li et al., 1991;
Dubuisson et al., 1992a; 1992b). Les
anticorps monoclonaux anti-BoHV-4
ne reconnaissent pas les autres her-
pésvirus bovins. L'un d’entre eux
reconnait I’ AIHV-1, un virus de gnou
(Connochaetes taurinus) responsable
de la forme africaine du coryza gan-
greneux chez les bovins (Dubuisson
et al., 1989b). Larelation antigénique
existant entre le BoHV-4 et I' AIHV-1
apar ailleurs été démontrée par diffé-
rentes études sérologiques (Rossiter
et al., 1977; Osorio et al., 1985b;
Rossiter et al., 1988).

Par ailleurs, le diagnostic indirect
repose sur la démonstration de la pré-
sence ou du passage du BoHV-4 par la
détection d’une réaction immune
humorale spécifique dirigée contre le
virus. Ce diagnostic repose sur des
tests ELISA (Edwards et Newman,
1985), IFAT (Immunofluorescent
Antibody Test) ou autres (Naeem et
Goyal, 1990; Essmail et al., 1999;
Wellenberg et al., 1999). Comme
mentionné ci-dessus, le test de séro-
neutralisation n'est pas utilisable car
les bovins produisent peu d'anticorps
neutralisant le BoHV-4 et cette
réponse est transitoire (Dubuisson et
al., 1990). Certaines relations antigé-
niques entre herpésvirus bovins ont
été démontrées antérieurement
(Rossiter et al., 1977; Ludwig, 1983;
Levings et al., 1984; Rossiter et al.,
1988). Aucune relation antigénique
entrele BoHV-4 et les autres herpésvi-
rus bovins n’a été démontrée par des
tests classiques (séroneutralisation et
immunofluorescence) (Potgieter et
Mare, 1974; Osorio et al., 1985b;
Metzler et Wyler, 1986a; 1986b;
Yamamoto et al., 2000). Cependant,
une réaction croisée a été rapportée
entre le BoHV-4 et le BoHV-1 par
ELISA ou en immunoélectrophorése a
deux dimensions (Mohanty et al.,
1984; Spirig et al., 1989). Il se pour-
rait cependant que les sera positifs en
ELISA envers les deux virus provien-
nent d’ animaux infectés alafoispar le
BoHV-4 et le BoHV-1 (Metzler et
Wyler, 1986a; 1986b).

2.8/ Prophylaxie

Des vaccins contre le BoHV-4 ont été
développés aux Etats-Unis, mais ils
sont absents en Europe. En effet, les
|aboratoires pharmaceutiques se sont
toujours interrogés, a juste titre, sur
I’ opportunité de disposer d'un tel vac-
cin pour lutter contre une infection
virale largement asymptomatique.

Le contrble de I'infection par le
BoHV-4 sera donc assuré dans une
ferme par des mesures exclusivement
hygiéniques. Les animaux infectés de
maniere latente seront identifiés par
examen sérologique positif et seront
séparés du groupe séronégatif, ou
mieux €liminés du troupeau. Il faudra
étre particuliérement attentif aux
vaches post-parturientes séropositives
qui sont susceptibles d'excréter de
grandes quantités de virus, de
maniére prolongée, dans les exsudats
utérins lors de métrites. Cependant,
les mesures de contréle prendront sur-
tout en compte latransmission directe
du virus par voie respiratoire et
devront empécher les contacts directs
entre animaux séropositifs et séroné-
gatifs. La transmission indirecte sera
prévenue par |’ utilisation de matériel
distinct pour les deux groupes d' ani-
maux (Thiry et al., 2000).

3/ ASPECTSVIROLOGIQUES
CELLULAIRESET
MOLECULAIRESDE
L'INFECTION PAR
L’HERPESVIRUSBOVIN 4

Bien que I'implication directe du
BoHV-4 dans les pathol ogies bovines
ne soit pas clairement établie, ce rha-
dinovirus représente un centre d'inté-
rét pour la recherche fonda-
mentale, et ce pour diverses
raisons. Premiérement, le
BoHV-4 procure |’ opportu-
nité d'étudier la biologie
d’ un gammaherpésvirus par
I"infection de son hote natu-
rel, et ce, sans danger appa-
rent pour le chercheur.
Certaines données relatives
au BoHV-4 peuvent étre
transposées ad’ autres rhadi-
novirus qui sont parfois
impliqués dans des patholo-
gies humaines graves. Par

ailleurs, gréce a sa qualité de virus a
priori apathogene, le BoHV-4 repré-
sente un candidat potentiel comme
vecteur d’ expression, en vaccinologie
notamment. Le séquencage complet
du génome du BoHV-4 et la caractéri-
sation de ses autres propriétés molé-
culaires sont en ce sens des outils
indispensables aux manipulations
génétiques nécessaires pour la créa-
tion de ce type de vecteurs.

3.1/ Laparticulevirale

La particule virale du BoHV-4 pos-
sede lastructure typique des herpesvi-
rus (figure 2) (Schulze et al., 1967;
Smithetal., 1972; Munz et al., 1974;
Todd et Storz, 1983). Le matériel
génétique consiste en une molécule
d’ADN linéaire bicaténaire formant
un corps dense. Il a été démontré
récemment que la particule virale du
cytomégalovirus humain (HCMV)
contient, outre la molécule d’ADN,
certains transcrits viraux qui permet-
traient a quelques génes d’étre tra-
duits dés la pénétration du virus dans
la cellule (Babiuk et Rouse, 1976;
Bresnahan et Shenk, 2000). Le maté-
riel génétique est contenu dans une
capside de symétrie icosagdrique for-
mée de |’ arrangement régulier de 162
capsomeres tubulaires (150 hexa-
meres et 12 pentaméres). Matériel
génétique et capside forment la
nucléocapside dont le diamétre est de
90 a 100 nm. La nucléocapside est
entourée d’'une substance amorphe
appel ée tégument. Ce dernier contient
notamment des protéines de régula-
tion. La distribution du tégument est
souvent asymeétrique et son épai sseur
varie en fonction de lalocalisation de
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Figure 2 : Particulevirale d’ herpésvirus.
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laparticule virale au sein de lacellule
infectée. L’ensemble des structures
susmentionnées est enveloppé dans
une membrane constituée d’'une
double couche lipidique semblable a
celle des membranes cellulaires :
I”enveloppe virale. Celle-ci contient
des glycoprotéines s élevant jusgu’a
8 nm de la surface du virion.

Le BoHV-4 est sensible aux pH
faibles (pH 3), al’ éther (20 %) et au
chloroforme (20 %). Il est détruit par
la chaleur (50°C pendant 30 min.). Sa
multiplication est inhibée par le bro-
mure de déoxyuridine (0,1 mM)
(Bartha et al., 1966; Luther et al.,
1971; Castrucci et al., 1986).

3.2/ Biologiede I’infection in vitro

3.2.1/ Spectre d’ hétesin vitro

Le BoHV-4 se multiplie en culturesde
cellules bovines primaires ou conti-
nues: cellules primaires de rein, de
testicule, de poumon, de peau, de rate,
de thyroide, de trachée embryonnaire
(EBTr pour Embryonic Bovine
Trachea), de moelle osseuse fodae
(BBm pour Bovine Bone marrow, et
FB4M pour Foetal Bovine 4M), de
lymphosarcome de thymus de veau
(LCT pour Lymphosarcoma Calf
Thymus), ainsi que dans diverses
lignées continues d’origine rénale
(cellules MDBK' pour Madin Darby
Bovine Kidney, GBK pour Georgia
Bovine Kidney, et BEK pour Bovine
Embryonic Kidney) et pulmonaire
(EBL pour Embryonic Bovine Lung)
(Bartha et al., 1966; Luther et al.,
1971; Smith et al., 1972; Parks et
Kendrick, 1973; Rweyemamu et
Loretu, 1973; Sasset al., 1974; Thiry
et al., 1981a; Storz et al., 1984;
Theodoridis, 1985; Truman, 1985;
Kit et al., 1986). Le BoHV-4 peut éta-
blir une infection persistante dans des
cellules macrophagiques bovines
(BOMAC pour Bovine Macrophagic
Cells) (Donofrio et Van Santen, 2001).

Le BoHV-4 se multiplie également en
culture de cellules (rénales pour la
plupart) d’ origines diverses : mouton,
chévre, porc, chat, chien, lapin, vison,
cheval, dindon, furet, poulet, hamster,
singe et homme (Bartha et al., 1966;
Fabricant et al., 1971; Luther et al.,
1971; Barahona et al., 1973;
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Rweyemamu et Loretu, 1973; Gibbs
et Rweyemamu, 1977; Theodoridis,
1985; Truman, 1985; Kit et al.,
1986; Kokles, 1986; Kokles et
Pellinghoff, 1987; Peterson et Goyal,
1988; Egyed, 1998). Des cellules de
rhabdomyosarcome d’ origine humaine
ont permis |’ établissement d’une
infection persistante par le BoHV-4
(Donofrio et al., 2000b). Par contre,
aucune production virale ne peut étre
obtenue sur des cellules humaines de
type HeL a (Henrietta Lacks) et Hep-2
(Human Epidermoid carcinoma) ou
des fibroblastes d’embryons de pou-
lets (Barthaet al., 1966; Luther et al.,
1971; Rweyemamu et Loretu, 1973;
Truman, 1985; Egyed, 1998). Le
spectre d'hétes in vitro du BoHV-4
est donc tres large.

3.2.2/ Culture virale et effet
cytopathogéne

La cinétique de production virale
extra- et intracellulaire indique que le
BoHV-4 est un virus associé aux cel-
lules et qu'il présente une croissance
lente (Storz et al., 1984). Cette ciné-
tique est différente selon que le virus
est produit sur des cellules fraiche-
ment ensemenceées ou sur des cellules
confluentes (Dubuisson et al., 1988).
Ceci s explique par la dépendance du
BoHV-4 vis-a-vis de la phase S du
cycle cellulaire (Vanderplasschen et
al., 1995). L’'effet cytopathogene
n'apparalt que 48 a 72 heures apres
infection et est caractérisé par la pré-
sence de cellules arrondies, disper-
sées dans le tapis cellulaire (Bartha et
al., 1966); la lyse totale est observée
aprés environ cing jours d’incubation
et ce déla varie selon le type de cel-
lules et la multiplicité d’infection uti-
lisés. Des inclusions de Cowdry de
type A sont présentes dans le noyau
des cellules infectées (Bartha et al.,
1966). En milieu semi-liquide ou
solide, des plages de lyse sont visibles
apres cing a neuf jours selon le type
de cellules utilisé (Potgieter et Mare,
1974; Storz et al., 1984; Castrucci et
al., 1986; Dubuisson et al., 1988) ; les
plages de lyse produites sous car-
boxymeéthylcellulose ou agarose ont
un contour irrégulier et sont beaucoup
plus petites que celles induites par le
BoHV-1 (Storz et al., 1984).

3.2.3/ Cycle de multiplication virale

invitro

Les herpésvirus peuvent établir deux
types principaux d'infection : I'infec-
tion dite productive et I’infection
latente (figure 3). La compréhension
des mécanismes sous-tendus par ces
deux types d'infection résulte plus
particulierement de I’ étude de cer-
tains herpesvirus dont |" herpésvirus
simplex 1 (HSV-1) et le virus
d Epstein-Barr (HHV-4). Ces don-
nées sont le plus souvent transpo-
sables aux autres especes d herpesvi-
rus. Le cycle de multiplication viral
sera ici décrit dans le cadre général
des herpésvirus, tout en mentionnant
les particularités connues pour le
BoHV-4.

L’infection productive

Les processus décrits ci-apreés sont
shématisés dans la figure 3A.
L’ attachement du virion a la surface
cellulaire résulte de I'interaction entre
une ou plusieurs glycoprotéines de
I’enveloppe virale et un ou plusieurs
récepteurs cellulaires. Le premier
récepteur cellulaire reconnu par le
BoHV-4 est [|'héparan sulfate
(Vanderplasschen et al., 1993). Ces
molécules sont présentes a la surface
d'un grand nombre de cellules, ce qui
permet d' expliquer en partie le large
spectre de cellules sensibles au virus.
Aprés |"attachement initial du virion
survient |’ attachement stable impli-
quant un second récepteur cellulaire
non encore déterminé pour le BoHV-4.

Suite a I’attachement, |’ enveloppe
virale fusionne avec la membrane
plasmique, libérant la nucléocapside
et les protéines de tégument dans le
cytoplasme (Roizman et Knipe,
2001). La capside libérée s attache &
des microtubules et est transportée
vers le noyau (Granzow et al., 1997;
Sodelk et al., 1997). Certaines pro-
téines du tégument peuvent égale-
ment étre transportées vers le noyau
ou elles activent la transcription du
génome viral. Au terme du transport
intracytoplasmique, la nucléocapside
arrive a proximité de la membrane
nucléaire.

La capside délivre son ADN dans le
noyau au niveau d'un pore nucléaire.
Dés son entrée dans le noyau, I’ ADN
viral se circularise en |'absence de



toute synthése protéique virale
(Garber et al., 1993). Cette observa-
tion suggére un mécanisme de circu-
larisation sous la dépendance de pro-

téines cellulaires ou de protéines
virales de structure (Poffenberger et
Roizman, 1985). La transcription de
I’ADN vira débute alors dans le
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Figure 3: Cycle des herpésvirus.

(A) cycle lytique, les points | et 11 shématisent les deux modeles décrits d’ acquisition de la membrane virale et de
sortie des particules virales néoformées ; (B) établissement de I infection latente. Selon Flint et al., 2000b.

noyau. L es génes des herpesvirus sont
exprimeés en cascade gréce a une
régulation stricte par un systeme
alternatif " on-off ", qui joue le rdle de
déclencheur-extincteur de la lecture
séquentielle des genes. Ceci permet
de distinguer trois groupes de géenes
dont I’expression différe dans le
temps: les génes a ou génes pré-
coces-immédiats (IE, Immediate
early), les génes 3 ou génes précoces
(E, Early) et les génes y ou genes tar-
difs (L, Late) (Honess et Roizman,
1974; 1975; Jones et Roizman,
1979; Dubuisson et al., 1991b;
Chang et Van Santen, 1992).

Dés que I’ADN viral est circularisé
dans le noyau, certaines protéines de
tégument interagissent avec des com-
posants transcriptionnels de I’ héte de
facon a stimuler la transcription des
genes a par I'ARN polymérase |1 de
la cellule hote. Les protéines IE1 et
IE2 du BoHV-4 sont considérées
comme les deux protéines précoces-
immédiates majeures du virus (Van
Santen, 1991; Chang et Van Santen,
1992; Zhang et Van Santen, 1995;
Bermudez-Cruz et al., 1997; 1998).
Une fois produites dans le cyto-
plasme, les protéines a vont étre
importées dans|e noyau ou elles vont
contrdler la suite des événements
transcriptionnels, ¢’ est-a-dire ralentir
I’expression des génes o et activer
I"expression des génes B et y.

Les protéines codées par les genes 3
atteignent leur pic d’'expression dans
les quatre & huit heures suivant I'in-
fection. Elles sont notamment impli-
guées dans le métabolisme nucléoti-
dique et les événements liés a la
réplication del’ADN viral.

Le pic d expression des genesy n’est
atteint qu'une fois la réplication de
I’ADN viral entamée. On distingue
au sein des génes 'y, les génes y1 ou
tardifs partiels, dont I’ expression est
augmentée par la synthese d ADN
viral, et les génes y2 ou tardifs réels,
dont I’expression est totalement
dépendante de la synthese d’ ADN
viral (Sullivan et al., 1989;
Dubuisson et al., 1991b; Roizman et
Knipe, 2001). Les protéines de struc-
ture (capside, tégument, enveloppe)
exprimées par les génes y sont pro-
duites en grande quantité dans le
cytoplasme. Certaines d’entre elles
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migrent vers le noyau ou elles s as-
semblent pour former de nouvelles
capsides.

La majorité des herpesvirus sont
connus pour réprimer |’ expression
des génes cellulaires au cours de I'in-
fection productive (phénomeéne connu
sous le nom de "host shutoff")
(Greco et al., 2000). Le BoHV-4 n' af -
fecte pas la synthése des protéines
cellulaires au cours de la multiplica-
tion virale (Augsburger et Metzler,
1989).

Laréplication del’ ADN vird circula-
risé débute au niveau des origines de
réplication. Elle se déroule selon le
mode des " cercles roulants”. Ceci
génére des concatémeres, structures
complexes composées d’ unités géno-
miques se suivant en téte-a-queue. Le
clivage et |'encapsidation de I’ADN
viral sont les étapes au cours des-
quelles les intermédiaires de réplica
tion sont clivés en unités génomiques
et intégrés a I'intérieur des capsides
néoformées. Les capsides contenant
I’ ADN bourgeonnent alaface interne
de la membrane nucléaire puis
migrent dans la lumiére du réticulum
endoplasmique (RE), acquérant de ce
fait une enveloppe supposée contenir
les précurseurs des protéines d enve-
loppe virale. Le passage des virions
enveloppés de la lumiére du RE vers
la surface cellulaire n'est pas bien
compris; deux mécanismes sont
décrits chez les herpésvirus.

Le premier modéle, le plus probable,
est celui de I’ envel oppement-désen-
veloppement (voir figure 3A, point I).
Dans ce modéle, les virions envelop-
pés fusionnent avec la membrane du
RE, relarguant de ce fait des capsides
libres dans le cytoplasme. Ces cap-
sides bourgeonnent dans des vési-
cules golgiennes aux dépens des-
quelles se fait |'enveloppement
définitif (Smith, 1980; Browne et al.,
1996; Granzow et al., 2001;
Mettenleiter, 2002).

Dans le second modele (modél e lumi-
nal), les virions enveloppés présents
danslalumiére du RE sont incorporés
dans une vésicule de transport et déli-
vrés aux compartiments golgiens
(voir figure 3A, point Il). Selon ce
modele, les protéines viraes d enve-
loppe seraient modifiées a la surface
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des virions. Les virions enveloppés
sont enfin relargués par exocytose
(Darlington et Moss, 1968; Johnson
et Spear, 1982).

Le BoHV-4 se caractérise par |’ accu-
mulation de particules virales a diffé-
rents stades de maturité sous forme
d’inclusions cytoplasmiques. Cesder-
niéres apparaissent 48 a 72 heures
aprés I'infection et sont composées
d’une substance amorphe et dense
aux €lectrons, de fibrilles granuleuses
et de capsides vides ou pleines, enve-
loppées ou non. Ces caractéristiques
rapprochent le BoHV-4 des cytomé-
galovirus (Liebermann et al., 1967,
Schulze et al., 1967; Mohanty, 1973;
Todd et Storz, 1983; Storz et al.,
1984; Mccoy et al., 1985).

Pour le BoHV-4 comme pour tous les
autres herpesvirus, I'infection pro-
ductive (ou lytique) provoque la des-
truction des cellules inoculées. Par
ailleurs, une étude a montré que le
BoHV-4 est capable d'induire |” apop-
tose cellulaire au sein de cellules per-
missives (Sciortino et al., 2000).

L’infection latente

Les processus décrits ci-apres sont
shématisés dans la figure 3B. La
latence est observée chez tous les her-
pesvirus (pour revue, voir Stevens,
1999; Flint et al., 2000a; Roizman et
pellet, 2001). Elle consiste en I’ instal-
lation du virus au sein des cellules, en
I"absence de multiplication virale.
L'initiation de I'infection latente se
déroule comme le début de I’ infection
productive. Lorsgque I’ état latent est
établi, la transcription des genes
viraux est sévérement réduite. La
maniére dont la cascade de transcrip-
tion normale est bloquée ou réduite
reste un sujet de recherches et de
débats. Un faible niveau de transcrip-
tion des génes a ou 3 peut avoir lieu
mais est insuffisant pour initier une
infection productive. A I’ état latent, le
génome viral persiste au sein du
noyau sous une forme circulaire appe-
Iée épisome. Si la cellule infectée de
maniére latente sedivise, I’ ADN viral
se comporte comme une unité géno-
mique autosomale: |I’épisome est
répliqué en méme temps que I’ADN
génomique de la cellule. Les copies
d’ épisomes sont alors distribuées
aléatoirement entre les cellules filles.

L’ état de latence peut étre interrompu
alasuite d'un stimulus exogéene. Des
changements dans la physiologie cel-
[ulaire peuvent conférer alacellulela
permissivité nécessaire a une infec-
tion productive. Le génome est alors
transcrit plus efficacement et est
répliqué; de nouveaux virions sont
produits.

3.3/ Biologie moléculaire de
I"her pésvirus bovin 4

3.3.1/ Protéinesvirales et

L’ enveloppe des herpésvirus contient
de nombreuses glycoprotéines inter-
venant entre autres dans |’ attache-
ment, la pénétration, la sortie et la
diffusion des particules virales.
Certaines de ces glycoprotéines sont
propres a des especes ou a des sous-
familles d herpésvirus, ce qui traduit
vraisemblablement des adaptations
individuelles aux différentes niches
écologiques. D’autres sont conser-
vées dans leur séquence ou organisa
tion génomique, ce qui refléte une
origine évolutive, et sans doute une
fonction biologique commune. On
considere habituellement qu'il existe
cing glycoprotéines conservées chez
tous les herpésvirus, bien que toutes
n'aient pasfait I’ objet d’ études appro-
fondies: les glycoprotéines gB, gH,
oL, gM et gN (Lakeet al., 1998).

L’ analyse de virions de BoHV-4 puri-
fiés par électrophorése en gel de poly-
acrylamide a une dimension a révélé
29 polypeptides de structure
(Dubuisson et al., 1989c; Thiry et al.,
1989; 1990; 1992a; 1992b; 1994).
Ils ont été nommeés respectivement
GVP(gp) ou VPselon qu'ilssont gly-
cosylés ou non, et numérotés de 1 a
29, du plus lourd au plus Iéger. Dix
d entre eux, tous présents au niveau
de |’ enveloppe virale, sont glycosylés
(GVP3, 6, 8, 10, 11, 16, 17, 18, 21 et
29). Une protéine de 140 kDa (VP7)
est présente en grande quantité et
représente vraisemblablement la pro-
téine majeure de capside.

Quatre glycoprotéines majeures de
I’ enveloppe virale ont été étudiées. La
premiére est constituée du complexe
gp6/gpl0/gpl7 (150 kDal 120 kDal
51 kDa), composé de deux glycopro-



téines (gpl0 et gpl7) liées par des
ponts disulfures, et auxquelles la gp6
vient s associer de maniére non cova
lente (Dubuisson et al., 1989c; Li et
al., 1991). Il a été déterminé que |’ hé-
térodimére gpl0/gpl7 (de masse
moléculaire apparente de 210 kDa)
provient du clivage protéolytique
d’un produit de traduction de 135 kDa
du géne gB du BoHV-4. Les deux
sous-unités subissent I'addition de
glycans N- et O-liés et sont associées
de facon covalente (Dubuisson et al.,
1989c; Goltz et al., 1994 ; Lomonte et
al., 1997a). Le gene codant pour la
glycoprotéine gB est présent dans le
génome de tous les herpésvirus et sa
séquence en acides aminés est tres
conservée entre les sous-familles.
Cette glycoprotéine n'est pas essen-
tielle pour la morphogenese virale,
mais bien pour la pénétration dans les
cellules hotes. Les propriétés biochi-
miques et biologiques de gB peuvent
varier entre les herpésvirus et,
contrairement a celles du BoHV-4, les
gB del’ HHV-4 et du MuHV-4 ne sont
pas toujours décelables dans la parti-
cule virale (Neuhierl et al., 2002).
Des anticorps monoclonaux dirigés
contrele BoHV-4 ont permis d’identi-
fier 11 épitopes dans cinq domaines
antigéniques pour le complexe gp6/
gpl10/gpl7; trois de ces domaines
sont localisés sur la gpl0 qui semble
jouer un rdle majeur dans la produc-
tion danticorps neutralisants
(Dubuisson et al., 1989b; 1990). La
gB du BoHV-4 exprime le précurseur
gp10/gpl7 en phase précoce, des six
heures post-inoculation. La concen-
tration du complexe gp6/gpl0/gpl7
mature augmente néanmoins apres
réplication de I’ADN vira. Ce com-
plexe est donc de type tardif partiel ou
y1 (Dubuisson et al., 1991b).

Le second complexe glycoprotéique
caractérisé pour le BoHV-4 est
gp11/VP24 (120 kDa/ 16,5 kDa),
dans lequel gpll, contenant des
sucres N-liés, est lié de fagcon non
covalente aV P24, un polypeptide non
glycosylé (Dubuisson et al., 1989c).
Le précurseur de gpll a été identifié
(Dubuisson et al., 19914a). Six épi-
topes ont été localisés dans deux
domaines antigéniques adjacents
impliqués dans la neutralisation
(Dubuisson et al., 1990). Lacinétique

d’ expression de ce complexe est stric-
tement de type tardif (Dubuisson et
al., 1991b). La plupart des anticorps
monoclonaux produits reconnaissent
I’'un des deux complexes décrits ci-
dessus. Ceux-ci représentent donc des
composants antigéniques majeurs du
virion.

La troisieme glycoprotéine majeure
d’ enveloppe du BoHV-4 est gp8 (135
kDa) (Dubuisson et al., 1989c;
Dubuisson et al., 1992a). Il a été
montré que gp8 interagit avec les
molécules de sulfate d héparane et
joue par ce biais un réle déterminant
dans I’ attachement de la particule
virae a la surface des cellules hétes
(Vanderplasschen et al., 1993). En
plus d étre insérée dans |’ enveloppe
virale, la gp8 est également sécrétée
dans le surnageant de culture
(Dubuisson et al., 1992a). La forme
sécrétée pourrait interférer avec la
réponse immune humorale de I’ héte
(Dubuisson et al., 1992a). Gp8 est
une protéine strictement tardive
(Dubuisson et al., 1991b).

La quatriéme glycoprotéine majeure
du BoHV-4 a avoir été caractérisée
est gpl (>300 kDa) (Dubuisson et al.,
1989c; Dubuisson et al., 1992b). Elle
est exprimeée strictement en phase tar-
dive (Dubuisson et al., 1991b). Une
cinquieme glycoprotéine, la gp21
(26-27 kDa) a été détectée par immu-
noempreinte au moyen de sera d’ ani-
maux infectés (Dubuisson et al.,
1989a).

Les genes du BoHV-4 exprimant les
glycoprotéines gH (gp110) et les deux
formesdelagL (gp31-35 et gp 45-65)
ont pu étre déterminés sur base de
leur homologie positionnelle avec les
genes BXLF2 (gH) et BKRF2 (gL) du
HHV-4. Leur produit d expression a
été caractérisé (Lomonte et al.,
1997b). Ces deux glycoprotéines
d’enveloppe sont conservées chez
pratiquement tous les herpésvirus. La
glycoprotéine gH est impliquée dans
lafusion del’ enveloppe virale avec la
membrane plasmique de la cellule
hote et dans la propagation du virus
de cellule a cellule, probablement par
fusion des membranes plasmiques. Le
réle de gL est moins bien connu. Elle
ne possede pas de zone d'ancrage
dans|lamembrane plasmique, contrai-

rement agH avec laquelle elle s asso-
cie pour former un complexe de deux
ou trois protéines. Ces deux glycopro-
téines interviennent donc de fagon
concomitante dans des processus liés
al’infectivitévirale.

Le génome du BoHV-4 posséde une
ORF homologue au gene de la gM.
Lafonction biologique de cette glyco-
protéine n'a pas été déterminée, et
pourrait varier entre les trois sous-
familles. Comme propriété conser-
vée, il s'agit d'une glycoprotéine N-
glycosylée qui forme un complexe
covalent ou non avec la glycoprotéine
gN. Ce complexe ne semble pas
essentiel in vitro (exception faite du
virus de la maladie de Marek
(MDV)), mais peut contribuer a I’ at-
ténuation in vivo. Une délétion de gM
empéchela sortie du virus mais pasle
passage de cellules a cellules
(Dijkstra et al., 1996; 1997; Jons et
al., 1998; Lake et al., 1998; Masse et
al., 1999; Rudolph et Osterrieder,
2002; Tischer et al., 2002). Ce com-
plexe a été tres peu étudié chez les
gammaherpésvirus et encore moins
chez lesrhadinovirus.

Le géne Bol10 (anciennement BORF
D1) code pour une glycoprotéine pré-
sente sous deux formes: gpll3 et
gp80. Bo10 a été séquencé et son pro-
duit d’ expression partiellement carac-
térisé (Lomonte, 1997; Zimmermann
et al., 2001). Cette glycoprotéine de
structure du BoHV-4 est fortement O-
glycosylée et sialylée; 58% de ses
acides aminés sont des résidus sérine
ou thréonine. Cette protéine est
homologue a la protéine gpl150 de
I"HHV-4 (géne BDLF3); leur profil
d hydrophobicité est quasiment iden-
tique. Lagpl50 del’EBV est une sia-
lomucine dont lafonction reste incon-
nue a ce jour (Kurilla et al., 1995).
Cette protéine de I'EBV n’est pas
essentielle alamultiplication du virus
en culture de cellules (Borza et Hutt-
Fletcher, 1998) et exercerait donc plu-
tét ses fonctions biologiques in vivo.

L es souches du BoHV-4 sont indiscer-
nables par IFl al’aide de serapolyclo-
naux (Potgieter et Mare, 1974 ; Sass et
al., 1974; Storz et al., 1984; Osorio et
al., 1985b; Dubuisson et al., 1988).
Elles peuvent cependant étre distin-
guées par I’ utilisation d'une batterie
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d’ anticorps monoclonaux, et ce mal-
gré qu’ une grande partie de ces der-
niers reconnaisse des épitopes com-
muns a toutes | es souches (Dubuisson
et al., 1988). Il a été suggéré que les
souches américaines et européennes
pourraient étre distinguées sur base
des propriétés électrophorétiques
des complexes gp6/gpl0/gpl7,
gpll/VP24 et delagp8 (Dubuisson et
al., 1991a) mais il s'avére que cette
corrélation n’est pas systématique-
ment respectée (Dubuisson et al.,
1991c¢). Il n'y apas non plus de corré-
lation entre le profil antigénique
observé en immunofluorescence et le
tableau clinique présenté chez I'ani-
mal dont est issue la souche étudiée
(Dubuisson et al., 1989b; Dubuisson
et al., 1991c). L’ étude des glycopro-
téines du BoHV-4 a montré que les
souches de cette espéce forment un
groupe antigéniquement homogene,
suggérant que la pression de sélection
exercée aleur encontre par le systeme
immunitaire n’autorise que de faibles
variations (Potgieter et Mare, 1974;
Metzler et Wyler, 1986a; 1986b;
Dubuisson et al., 1991a; 1991c).

De nombreux anticorps monoclonaux
ont été produits pour étudier les gly-
coprotéines du BoHV-4 (Dubuisson
et al., 1989b; Dubuisson et al.,
1992a; 1992b). Aucun (sauf le Mab
16) ne peut, a lui seul, neutraliser le
BoHV-4, avec ou sans complément
(Dubuisson et al., 1990). Par contre,
|’action synergique de certaines
paires de monoclonaux a abouti a une
neutralisation compléte du virus. Les
épitopes neutralisants sont de type
conformationnel et faiblement acces-
sibles au systéme immunitaire. |l se
pourrait qu’ils soient en partie mas-
qués par des structures secondaires
stériquement encombrantes.

3.3.2/ Legénomeviral

Séguence et structure du génome de
I’ herpésvirus bovin 4

Le génome du BoHV-4 a récemment
été completement séquencé (Broll et
al., 1999b; Zimmermann et al.,
2001). Cette information est a mettre
en regard avec des ségquences géno-
miques complétes publiées pour les
autres rhadinovirus (tableau ). Ces
séguences ont permis de confirmer,
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sur une base mol éculaire, les concepts
de sous-famille et de genre antérieu-
rement établis sur base des propriétés
biologiques des différentes espéces.
La structure génomique du BoHV-4
et les analyses phylogéniques ont
depuis longtemps révélé qu'il s agit
d’un gammaherpévirus, et plus préci-
sément d'un rhadinovirus car il est
plus proche des SaHV-2 et AtHV que
du HHV-4 (figure 1). Notons qu'au
sein des rhadinovirus, I’AIHV-1 est
I’ espece la plus distante du BoHV-4
(Honess, 1984; Bublot et al., 1990;
1992; Lomonte et al., 1992; Goltz et
al., 1994; Lomonte et al., 1995;
1996; Broll et al., 1999a; Zimmer-
mann et al., 2001). Cependant, I’ ori-
gine de la branche phylogénique
menant au BoHV-4 ainsi que la
parenté qui unit ce virus aux autres
rhadinovirus restent incertaines,
comme c'est d'ailleurs le cas pour le
MuHV-4 et I'EHV-2 (McGeoch et al.,
1995; McGeoch et al., 2000; McGeoch,
2001; Zimmermann et al., 2001).

La structure du génome du BoHV-4
est de type B a I'instar de celle des
autres gammaherpésvirus (figure 4)
(Roizman et al., 1992; Roizman et
Pellet, 2001). Elle consiste en une
molécule d’ ADN bicaténaire organi-
sée en une longue séquence unique
centrale (LUR pour Long Unique
Region, ou L-DNA pour Light DNA)
flanquée a ses extrémités par des
séguences répétées et non codantes
constituant le prDNA (polyrepetitive
DNA, ou H-DNA pour Heavy DNA).
Il est intéressant de noter que les
genes conservés dans un genre ou une
sous-famille d herpésvirus sont
regroupés en cing "blocs" (numéro-
tésde 1 a5 selon I’ orientation 5’ vers

3') au sein desquelsles ORFs ont ten-
dance a avoir les mémes organisa-
tions et orientations (Bublot et al.,
1990; Bublot et al., 1992; Lomonte
et al., 1996; Neipel et al., 1998;
Simas et Efstathiou, 1998; Nicholas,
2000). Les blocs 1, 2 et 4 regroupent
des génes conservés dans les trois
sous-familles et les blocs 3 et 5
contiennent des génes propres aux
gammaherpesvirus. Les zones dites
"interbloc" (de A aF selon I’ orienta-
tion 5 vers 3') renferment des génes
uniques a une ou quelques especes
phylogéniquement apparentées. 1l
s agit souvent de génes d’ origine cel-
[ulaire (Lomonte et al., 1995; Becker,
2000; Raftery et al., 2000;
Holzerlandt et al., 2002).

Les différentes souches de BoHV-4
respectent cette organisation géné-
tique (Thiry et al., 1989; 1990;
1992a; 1992b). Elles forment un
groupe génétiquement homogeéne
(88% a 99% d'identité entre les
souches 66-p-347 et V. test, contre
>999%o entre |es souches 66-p-347 et
DN599) (Zimmermann et al., 2001).
Les analyses de restriction ont cepen-
dant permis de les répartir en trois
catégories: (i) les souches ayant un
profil de restriction similaire a celui
de la souche DN-599, souche de réfé-
rence pour les Etats-Unis (les souches
"DN599-like"); (ii) les souches ayant
un profil de restriction similaire a
celui de la souche MOVAR 33/63,
référence pour |’ Europe (les souches
"MOVAR-like"); et (iii) les souches
"non classées", ayant un profil de
restriction spécifique (Thiry et al.,
1989; Bublot et al., 1990; Thiry et
al., 1990). Mises a part quelques
exceptions, la répartition des souches
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Figure 4. Organisation génomique du BoHV-4.

Le BoHV-4 a un génome de type B (Roizman & Pellet 2001) : les génes sont contenus dans une longue région
unique (LUR) de + 108 Kpb aux extrémités de laquelle est répartie aléatoirement une quinzaine de copies répétées
en tandem d’ une séquence non codante de + 2,2 Kpb, I’ ensemble de ces copies formant le prDNA (rectangles noirs)
(Ehlerset al., 1985 ; Broll et al., 1999b ; Zimmermann et al., 2001). Les génes conservés chez les herpesvirus sont
regroupés en 5 blocs (rectangles gris) (Lomonte et al., 1996). L es genes codants pour |es protéines anti-apoptotiques
(v-Bcl-2 et v-FLIP) et une B-1,6-Nacétylglucosaminyltransférase (C2GnT) sont indiqués par des fléches. V1aVv4:

régions de séquences variables selon les souches.




Tableau | : Rhadinovirus? dont le génome a été entierement séquencé

Rhadinovirus' Muméros d'accés Références

BoH V-4
Bovine herpesyirus 4 AFDIZ919 Broll & &, 19%8n

AF3I1BEST3 Jimmermann & &, 2001

AlHV-1
Alocslaphing herpesvinus 1 AFDOS3TO Ensser & &l 1807
(AHY-1) AFQO536E3

AFDOE3IGE

AtHWV-3
Ateling herpesvirus 3 AF083424 Albracht, 2000
(HWA, Herpasvirus ateles)

CaHV-17
Cercopithecine herpesvirus 17 17577 AF0A3501 Searles af &, 19649
(RRY, Fhegus rhadinoirus) H2E6-95 AFX10726 Alexandar o &, 2000
(macaca mulaia rhadinovires:

souches H26-98 af 175FT)

EHV-2
Equid herpesvirus 2 Uzoazd Telford o &, 1505
[Equine cylomegalovirus)

HH V-8
Human herpesvirus 8 L7560 Chang &f &f, 1994
[KSHY, 75659 Russo ¢ af, 1998
Kaposi's sarcoma-associaled herpasvirus) LIT&700

MeuMV-4
Murid herpesvirus 4 LIa7a53 Virgin &f af, 1997
(MHY-6E, Mousa herpesvirus sirain 68)

SaHv-2
Saimiriine herpesvirus 2 KEe4346 Albracht & &, 1962
[HWS, Herpesvirus sasirmir)

; 4 : 5 | p is’ Réfd

HHV-4
Hufran hespegeirug 4 X0OTR4 Arramd af &, 1HE1
{EBY, Epstein-Barr wirus, souche BSE-R) Baer &' &, 14944

a Latable mentionne également le HHV-4 : prototype du genre Lymphocryptovirus.

b Les anciens noms sont entre parenthéses.

¢ Numéros d *accés dans la GenBank du National Center for Biotechnology Information (NCBI).

sur base de leur profil de restriction
respecte |’ origine géographique de
leur isolement. Par contre, il n’est pas
possible d’'établir une corrélation
entre le profil de restriction et le
tableau clinique observé chez les ani-
maux a partir desquels les différentes
souches ont été isolées (Bublot et al.,
1991b).

Le prDNA : organisation et fonctions

Le prDNA du BoHV-4 consiste en
une quinzaine de copies directement
répétées d une séquence de 2267 pb
(paires de bases), réparties aéatoire-
ment aux extrémités du LUR (Ehlers
et al., 1985; Broll et al., 1999b).
Chaque unité de prDNA contient elle-
méme deux types de ségquences répé-

tées: I'une de = 196 pb répétée en
série al’extrémité 3' de chague unité
(trois fois complétement et une fois
incomplétement), I’autre de 25 pb
répétée deux fois alI’extrémité 5 de
chaque unité, la premiére copie
débordant sur I'unité précédente. Le
contenu en C+G est de 71,1%. Le
prDNA ne contient pas de séquence
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codante a proprement parler (Chang
et Van Santen, 1992). | est cependant
trés conservé au sein de chaque
espéece car il contient des séquences
en cis jouant un role déterminant dans
le clivage des concatémeres viraux
produits lors de la réplication de
I”’ADN et dans |I’encapsidation des
unités génomiques monomériques
ains produites. Ces séquences, appe-
|ées pac-1 et pac-2, sont présentes
aux extrémités opposées de I’ADN
génomique de tous les herpésvirus.
Elles sont respectivement réparties
aux extrémités 5’ et 3' de chague unité
prDNA et consistent pour pac-1 en
une séquence riche en T-A encadrée
de motifs C-G et en un motif T pour
pac-2. Le prDNA est donc une
séquence servant adélimiter et encap-
sider une unité génomique.

Le LUR et ses79 ORFs

Le LUR du BoHV-4 consiste en une
séquence de  108.873 pb
(Zimmermann et al., 2001). Son
contenu en G+C est de 41,4%, celui
en CpG est a peine de 1%. Le déficit
du dinucléotide CpG compensé par
un exces de dinucléotides TpG et
CpA est le signe d' une séquence
d’ADN ayant subi une méthylation.
Les herpésvirus ne possedent pas de
systeme de méthylation, contraire-
ment a la cellule eucaryote qui I’ ex-
ploite comme moyen de régulation de
I” expression de ses propres géenes. Le
génome viral produit au coursdel’in-
fection lytique n’ étant pas méthylé, il
est admis que le taux de CpG du
génome viral traduit la méthylation
consécutive aux phases de latence
dans la cellule eucaryote (Honess et
al., 1989). Le LUR du BoHV-4
contient plusieurs séquences répétées
directes regroupées en deux régions
appelées R1 et R2 (elleeméme subdi-
visée en deux régions R2a et R2b)
(Zimmermann et al., 2001). Larégion
R2 se distingue du reste de la
séquence du LUR par un contenu
élevé en G+C (71%)).

L’'analyse de la séguence LUR du
BoHV-4 a révélé I'existence d au
moins 79 ORFs (tableau Il et figure
5). Parmi ces ORFs, 62 sont homo-
logues a des génes existants chez le
SaHV-2 et/ou le HHV-8, aors que 17
semblent étre uniques au BoHV-4.
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Les génes communs aux BoHV-4 et
au SaHV-2 ont éé nommeés " ORF1"
a"ORF79" (la numérotation se rap-
porte a celle du gene homologue dans
le génome du SaHV-2). Les genes
uniques au BoHV-4 ont été nommés
"Bol" a "Bol7" (la numérotation
suit I’ordre positionnel dans le
génome du BoHV-4 selon I’ orienta-
tion 5’ vers 3'). Cesderniers n’ont pas
de véritable équivalent chez le SaHV-
2 ni, a I’exception de Bob5, chez
d'autres herpésvirus. En ce qui
concerne |’ organisation génomique, a
I’image du SaHV-2 et contrairement a
I’AIHV-1, les génes du BoHV-4 ne
sont jamais séparés par de longues
séguences non codantes. La partie
centrale du LUR consiste en une
région regroupant 54 genes (ORFs 16
a 69) ayant la méme position et la
méme orientation que leur homo-
logue chez le SaHV-2, sauf en ce qui
concerne Bo9 et Bol0 qui se substi-
tuent en lieu et orientation aux ORFs
respectives 28 et 51 du SaHV-2. Si
I’on compare cette région chez diffé-
rents gammaherpesvirus, on observe
des différences relatives ala présence
et/ou laposition de |’ ORF16 (v-Bcl-2)
et dans le nombre de genes spéci-
fiques d'une espéce ou d’'un sous-
groupe entre les ORFs 50 et 69. De
telles différences ne sont pas obser-
vées entre le BoHV-4 et |e SaHV-2.

Séquences impliquées dans le
contrdle de la réplication de I’ADN
viral

Une origine de réplication fonction-
nelle (ori) a été localisée sur base de
son homologie positionnelle avec
I’origine de réplication lytique
(oriLyt) d'autres gammaherpésvirus
(Hammerschmidt et Sugden, 1988;
Zimmermann et al., 2001). Elle est
localisée au niveau de lazone R2b, en
aval del’ ORF69 et aproximitéimmé-
diate d' un segment tres riche en G+C.
L' origine de réplication du BoHV-4
recouvre partiellement |I'ORF de
Boll, le transcrit tardif de 1,1 Kpb
(Bermudez-Cruz et al., 1998), et
contient I'ORF Bol2. Il n'a pas
encore été déterminé si ces transcrits
et/ou leur produit d expression sont
impliqués dans la réplication de
I’ADN viral. Distincte de I'oriLyt,
I’oriP est une autre origine de réplica-
tion fonctionnelle lorsque le génome

viral est circulaire, durant la latence.
L’ oriP du BoHV-4 n’a pas encore été
localisée. Notons aussi que chez le
SaHV-2, le prDNA participe a la per-
sistance épisomale du génome
(Cdllins et al., 2002). Une protéine
LANA (Latency-Associated Nuclear
Antigen) interagit avec |'oriP au
niveau nucléaire et participe a la per-
sistance de I’épisome vira durant la
latence (Yates et al., 1984; Lupton et
Levine, 1985; Kung et Medveczky,
1996; Ballestas et al., 1999). La pro-
téine LANA joue également un réle
dans larégulation de I’ expression des
génes viraux du HHV-8 chez qui elle
est particuliérement étudiée. Le pro-
duit d’expression de |I"homologue de
I’ORF73 du BoHV-4 chez le SaHV-2
constitue un homologue potentiel de
laprotéine LANA (Hall et al., 2002).

Le BoHV-4, comme tous les herpes-
virus, assume de maniére indépen-
dante la synthese des acides
nucléiques. En effet, ce virus est
capable d’induire une activité thymi-
dine kinase (TK ou deoxy-pyrimidine
kinase) dans des cellules TK-
(ORF21) (Kit et al., 1986; Lomonte
et al., 1992). Cette activité est expri-
mée en phase précoce et participe au
métabolisme des pyrimidines (Kit,
1985). Posséder ce géne est une pro-
priété conservée chez les alpha- et
gammaherpesvirus. Par ailleurs, le
BoHV-4 possede deux copies d'un
gene exprimant potentiellement une
v-FGAM (viral phosphoribosylfor-
mylglycinamidine synthase ou FGA-
RAT pour phosphoribosylglycina-
mide formyltransférase) (Lomonte et
al., 1995). Ces copies sont disposees
en orientations inversées aux deux
extrémités du LUR (ORFs 3 et 75).
Ces positions sont conservées chez le
SaHV-2 et I'AIHV-1, mais on ne
retrouve gqu’ une seule copie chez les
HHV-4 et 8. Cette protéine a été
décrite comme une protéine de tégu-
ment chez le HHV-4 (Cameron et al.,
1987). Il s'agit aussi d’'un homologue
de séquence d’'un géne intervenant
dans la quatriéme étape de la biosyn-
thése de novo des purines chez
Drosophila melanogaster et chez cer-
tains organismes procaryotes.

Sept genes de I'HSV-1 sont requis
pour |'expression d'un complexe
enzymatique impliqué dans le clivage



et I’encapsidation de I’ADN viral
consécutifs a la réplication menant a
une infection lytique (UL 6, 15, 17,
25, 28, 32 et 33) (Baineset al., 1994).
L’ORF29 du BoHV-4 code potentiel-
lement pour une terminase, une des
protéines intervenant dans ce com-
plexe (Broll et al., 1999a). Ce géne
est présent et épissé chez tous les her-
pesvirus chez qui il a été étudié. Son
produit d’expression, actif au niveau
du noyau de la cellule, posséde un
signal de transport nucléaire de type
NLS (Nuclear Localization Signal)
(chez le HSV-1), ou doit pouvoir s as-
socier a une autre protéine ayant un
NLS (ce qui pourrait étre |e cas chez
le BoHV-4).

Séquences impliquées dans la régula-
tion de I’ expression des génes viraux
Comme mentionné précédemment,
les herpésvirus expriment leurs génes
en trois vagues de synthése protéique
successives. Les génes précoces-
immeédiats (a) sont les premiers a étre
exprimés au début de I infection, sans
nécessiter de synthése protéique de
novo; ils codent pour des transactiva-
teurs nécessaires a I'initiation de la
transcription des genes précoces ()
et tardifs (y). Les génes Bo4 et Bo5
font partie du transcrit précoce-immé-
diat majeur (IE1, Immediate-early 1)
(Van Santen, 1991). Bo4 pourrait
constituer une ORF séparée ou un
exon du transcrit issu de la région
IEL. Il est intéressant de noter que
Bo4 et Bo5 partagent une homologie
de séquence partielle et pourraient
étre impliqués dans un épissage alter-
natif. L’ ORF50 représente un homo-
logue fonctionnelle du transactivateur
R (HHV-4 BRLF1), exprimé par la
forme épissée du géne |E2
(Immediate-Early 2) (Van Santen,
1993; Zhang et Van Santen, 1995).
L'ORF50 participe a la réactivation
virale aprés la phase de latence du
HHV-8 (Lukac et al., 1999). L’intron
du transcrit |E2 contient I’ entiéreté de
I’ORF49 qui exprime une protéine
conservée chez les autres gammaher-
pésvirus.

Le BoHV-4 posséde un régulateur
post-transcriptionnel par le biais de
I’ORF57, gene conservé chez tous les
herpésvirus (van Santen, résultats non
publiés; Zimmermann et al., 2001).

Chez le SaHV-2, le produit d expres-
sion de ce géne est responsable de la
redistribution du SC (Spliceosome
Complex), ce qui permet au virus de
réprimer |’ expression des genes cellu-
laires contenant un intron, tout
comme plCP27/IE63 de I'HSV-1
(Cooper et al., 1999). Il a également
été montré que I'ORF57 est capable
de transactiver I’ expression de genes
viraux au niveau transcriptionnel, ou
au contraire de réprimer, par des
meécanismes post-transcriptionnels,
I’expression de génes viraux conte-
nant un intron (Bello et al., 1999;
Goodwin et al., 2000). Six génes du
BoHV-4 subissent un épissage : Bob
(IE1), Bol0, Boll (recouvrant par-
tiellement I’ ori), I’ORF29 (qui parti-
cipe al’encapsidation de I’ ADN vira
en fin de réplication), I’ORF50 (1E2)
et I’ ORF57 lui-méme.

Le contenu génétique de I’ herpesvi-
rusbovin 4 est " pauvre"

Mis apart les génesimpliqués dans la
multiplication virale, un grand intérét
est porté aux géenes viraux participant
alavirulence et aux modulations des
interactions virus-h6te. Dans ce
domaine, la comparaison des
génomes du SaHV-2 et d’ autres gam-
maherpésvirus a celui du BoHV-4
révéle que le contenu génétique de ce
dernier est relativement " pauvre".
Certaines ORFs du SaHV-2, dont bon
nombre d’homologues a des genes
cellulaires, sont absentes chez le
BoHV-4:1lesORFs 1,2, 4, 5,11 a15,
28,51, 70, 72 et 74. Si ce n'est pour
I’ORF11 qui est présente au niveau de
tous les autres génomes de rhadinovi-
rus séquenceés a ce jour, certaines ou
latotalité de ces ORFs manquent chez
les autres membres du genre. Les
génes de gammaherpésvirus homo-
logues a des genes cellulaires sont
souvent impliqués dans la croissance
ou la survie cellulaire, dans le méta-
bolisme nucléotidique ou dans I'im-
muno-évasion. On ne trouve pas dans
le génome du BoHV-4 de génes
codant pour des cytokines ou des
récepteurs a cytokines (contrairement
aux SaHV-2, HHV-8 et EHV-2), pour
des récepteurs al’ interleukine (récep-
teurs couplés aux protéines G)
(contrairement aux SaHV-2, HHV-8,
MuHV-4 et EHV-2), ou pour des

récepteurs a chimiokines telles les
MIP-a/3 (Macrophage Inflammatory
Proteins) (contrairement au HHV-8).
Le BoHV-4 ne dispose pas de géne
codant pour une cycline D ou pour
une protéine régulatrice du complé-
ment (contrairement aux SaHV-2 et
HHV-8). Il est dépourvu des activités
déhydrofolate réductase des SaHV-2,
HHV-8 et CeHV-17 et thymidilate
synthase des SaHV-2, HHV-8, CeHV-
17 et AtHV-3.

L’ herpésvirus bovin 4 exprime des
protéines anti-apoptotiques

Le BoHV-4 n'a jamais été associé a
des désordres lymphoprolifératifs ou
a une capacité transformante comme
c'est le cas de nombreux gammaher-
pésvirus. De plus amples études sont
nécessaires pour affirmer que le
BoHV-4 n’est pas impliqué dans |’un
ou I'autre de ces processus. En effet,
il a &é montré que le BoHV-4 pos-
sede deux régulateurs potentiels de la
survie cellulaire: une v-bcl-2 (viral B-
cell lymphoma) (ORF16) et une
VFLIP (viral FLICE Inhibitory
Protein) (ORF71). Ces génes inter-
viennent dans I’inhibition de I’ apop-
tose cellulaire, une des étapes néces-
saires a la transformation cellulaire.
L apoptose induite par FAS (FLICE-
associated signal) et TNF (Tumor
Necrosis Factor) est médiée par I'in-
teraction entre le FADD (FAS
Associated via Death Domain) et la
caspase 8. Il a été montré que la v-
FLIP du BoHV-4 contient des DEDs
(Death Effector Domains) et inhibe
I"apoptose induite par FAS et TNF
(Wang et al., 1997). Les protéines cel-
lulaires delafamille des bcl-2 ont une
fonction anti-apoptotique mais peu-
vent acquérir une fonction pro-apop-
totique apres clivage par la caspase 8.
Il a été montré que la v-bcl-2 du
BoHV-4 a perdu la fonction pro-
apoptotique en résistant au clivage
par la caspase 8 (Bellows et al.,
2000).

L' herpesvirus bovin 4 posséde 17
ORFs uniques, dont une séguence
homologue au géne de la core 2 3-
1,6-Nacétylglucosaminyltransférase
de type mucinigue humaine

Le BoHV-4 contient 17 genes uniques
(Bol a 17). Sept d'entre-eux
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a Sont pris en considération les ORFs des BoHV-4, SaHV-2, HHV-8 et HHV-4
b Seules les ORFs du HSV-1 présumées homol ogues & des ORFs du BoHV-4 sont représentées
¢ Laposition des ORFs du BoHV-4 est donnée a partir du premier nucléotide du codon start (ATG) jusqu'au dernier nucléotide du codon stop, en référence au premier nucléo-

tidedu LUR

d Les pourcentages d'identité (%id) des ORFs des SaHV-2 et HHV-8 comparés aux ORFs du BoHV-4 ont été cal culés avec le programme GAP du portail GCG (Zimmermann

etal., 2001)

e Lesblocs 1,2,3,4 et 5 désignent les blocs de génes conservés entre les sous-familles ou genres d * herpesvirus

f Les génes spécifiques du BoHV-4 sont représentés sur fond grisé

g Abréviations utilisées: BORF, Bovine herpesvirus 4 ORF (ancienne nomenclature réservée aux ORFs des zones interblocs A & F du BoHV-4), bZ 1P, basic leucine zipper;
CSF1-R, colony-stimulating factor 1 receptor; EBERS, Epstein-Barr virus early RNAs; EBNA, Epstein-Barr virus encoded nuclear antigen; LANA; latency nuclear anti-
gen; LMP, latency membrane protein; ORF, open reading frame; vFL I P, viral FLICE inhibitory protein; STP, saimiri transformation associated protein.

n'avaient jamais été décrits avant le
séquencage complet du génome du
BoHV-4 en 2001 (Bo1, 3, 6, 7, 12, 13
et 15) (Zimmermann et al., 2001) ; les
autres n’ont pas fait I’ objet de carac-
térisations avancéesjusqu’ a présent, a
|”exception de I'ORF Bol7. Les
études récentes menées dans notre
laboratoire montrent que le géene
Bol7 est d'un intérét exceptionnel.
Le produit d’ expression de ce géne
est un homologue fonctionnel de la
h-C2GnT-M  (core 2 [(-1,6-
Nacétylglucosaminyltransférase de
type mucinique humaine)
(Vanderplasschen et al., 2000) : une
enzyme golgienne appartenant a la
famille des p1,6GnTs (B-1,6
Nacétylglucosaminyltransférases).
Tous les membres de cette famille
enzymatique sont impliqués dans des
processus biologiques majeurs,
notamment liés a I'immunité et aux

différenciations cellulaires et tissu-
laires (Fukuda, 1994; Markine-
Goriaynoff, 2001; 2003; Fukuda,
2002). Ceci laisse supposer que Bol7
pourrait jouer un réle clef danslabio-
logie du BoHV-4. Le géne Bol7 étant
acejour le seul geneviral connu pour
exprimer une (31,6GnT, le BoHV-4
procure une opportunité unique pour
étudier les fonctions d'une 1,6GnT
exprimée dans le contexte d’'une
infection virale (Vanderplasschen et
al., 2000).

Par ailleurs, I'analyse phylogénique
du géene Bol7 a permis d’ estimer que
son acquisition est survenue il y a
approximativement 1,5 millionsd’ an-
nées (Markine-Goriaynoff et al.,
2003). Cette observation fait de Bol7
le géne le plus récemment acquis par
un herpésvirus aux dépens d'un géne
cellulaire. D’autre part, cette étude a

permis de démontrer que le géne
Bol7 a été acquis d'un ancétre du
buffle africain et non pas d’ un ancétre
des bovins domestiques (figure 6)
(Markine-Goriaynoff et al., 2003). En
1989, une étude de Rossiter et col-
légues indique que 93,6 % des buffles
africains sauvages possedent des anti-
corps dirigés contre le BoHV-4 et que
le sang de 25% de ces animaux per-
met de réaliser un isolement du virus.
Considérées ensemble, ces données
phylogéniques et épidémiologiques
suggerent que le BoHV-4 doit poten-
tiellement étre considéré comme un
virus de buffle africain plutét que de
bovins domestiques. A ce titre, il
pourrait étre renommé Syncerine her-
pesvirus 1 en vertu des régles émises
par I'lCTV (International Committee
on Taxonomy of Viruses). La séropré-
valence exceptionnellement élevée
observée chez les buffles africains
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Figure 5. Alignement des ORFs de 3 rhadinovirus (BoHV-4, SaHV-2 et HHV-8) et d’ un lymphocryptovirus (HHV-4).

Les ORFs potentielles, leur orientation et leur occurrence dans les différents genres et sous-familles d’ herpesvirus sont indiqués par des fléches colorées. Les chiffres indiquent
le numéro des ORFs en rapport avec la nomenclature propre aux rhadino- et lymphocryptovirus. Les préfixes” Bo" et " K " se rapportent respectivement aux ORFs spécifiques
du BoHV-4 et du HHV-8. Les genes pour les U-RNAs (HSUR, HVS U RNA) du SaHV-2 sont indiqués par des pointes de fléches noires. Pour le BoHV-4, lesindications ori et
R1/2 indiquent respectivement | * origine de réplication lytique et |es séquences répétées R1 et R2. Abréviations: CCPH, complement control protein homolog (CBP, complement
binding protein); CD59, homologue du CD59 humain; DHFR, dihydropholate réductase; DPOL, DNA polymerase; dUTPase, dUTP nucléotide hydrolase; exo, exonucléase
akaine; FGARAT, a-N-formylglycineamide ribonucl éotide aminotransférase; gB/H/L/M, glycoproténes B,H,L,M; GpcR, G protein-coupled receptor; vIL8R, viral interleu-
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kine 8 receptor; HVS.R, équivalent du transactivateur R du HHV-4 chez le HSV-2; |E, Immediate-early genes; ield/vsag, immediate early/14 viral superantigen; LANA,
latency-associated nuclear antigen; LTP; large tegument protein; M CP, major capsid protein; MssDBP, major single strand DNA binding protein; nut-1, noncoding polyade-
nylated nuclear (PAN) RNA (connu aussi sous le nom T1.1); ox-2, N-CAM Ox-2 homolog; PK, protéine kinase; RRs et RRI, respectivement, petite et grande sous-unités de la
ribonucléotide réductase; STP-A, saimiri transformation-associated protein of subgroup A; TK, thymidine kinase; TS, thymidylate synthétase; UDG, uracil DNA glycosidase;
v-Bcl-2, viral B-cell lymphoma gene; vCyc, cycline D virale; v-FLIP, viral FLICE inhibitory protein (inhibiteur de protéase pro-apoptotique); vIL-6, viral interleukine 6; vI RFs,
viral interferon regulatory factors; v-M | P-a/, viral macrophage inflamatory proteins a/3 (CC Chemokine). Echelles en Kpb
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sauvages envers le BoHV-4 pourrait
résulter d’ un avantage sélectif conféré
par cevirus aux animaux infectés. Il a
en effet été suggéré que les souches
africaines de BoHV-4 pourraient
conférer aux buffles africains infectés
une protection vis-a-vis de I’ infection
|étale par I alcélaphine herpésvirus 1
(AIHV-1), un autre rhadinovirus afri-
cain antigéniquement apparenté au
BoHV-4, bien que phylogénétique-
ment éloigné de ce dernier (Rossiter
et al., 1989). L'AIHV-1 est apatho-
géne pour son héte naturel, le gnou
(Connochaetes taurinus), mais repré-
sente |’ agent étiologique de la forme
africaine du coryza gangreneux, une
immunopathologie toujours |étale
pour bon nombre de ruminants afri-
cains, dont les buffles. L' AIHV-1 est
ré-excrété par le gnou en période de
stress et pourrait a ce titre représenter
un atout pour les troupeaux de gnous.
En effet, I'induction d’une morbidité
chez les ruminants cétoyant les trou-
peaux de gnous aurait un double effet
positif pour ces derniers, en réduisant
la compétition pour les péturages et
en contribuant a diminuer laprédation
Vis-a-Vvis des jeunes veaux gnou par
les grands carnassiers préférant se
tourner vers les proies faciles que
représentent les animaux atteints de
coryza gangreneux (Rossiter et al.,
1988; Rossiter, communication per-
sonnelle, Dewals et al., 2003). En ce

sens, la relation AIHV-1 / gnou peut
étre concue comme une forme de
symbiose. Cette relation de type sym-
biotique pourrait étre a I’origine de
I’émergence d’une autre forme de
symbiose caractérisée par une protec-
tion du buffle africain par le BoHV-4
vis-&vis de I'infection par I’ AIHV-1.
Dans leur ensemble, ces données sug-
gérent que le BoHV-4 est a I’ origine
un virus adapté aux buffles africains,
impliqué dans un écosystéme africain
complexe faisant intervenir des virus
(BoHV-4 et AIHV-1) et des artiodac-
tyles (buffle africain et gnou) et trans-
mis récemment aux bovins domes-
tigues (Dewals et al., 2003;
Markine-Goriaynoff et al., 2003).

Finalement, bien qu’ ayant une origine
extrémement récente, le géne Bol7 et
sa fonction core 2 1,6GnT semblent
avoir été fixés dans I’ espéce BoHV-4
(Markine-Goriaynoff et al., 2003;
Markine-Goriaynoff et al., en prépara-
tion). Ces observations suggerent que
Bol7 est responsable d une fonction
biologique importante pour le virus.
Ladéétion du gene Bol7 arévélé son
caractére non essentiel pour la multi-
plication virale in vitro (Markine-
Goriaynoff et al., en préparation).
Cette observation suggére que les
fonctions biologiques de Bol7, res-
ponsables de la sélection positive des
souches virales qui possedent ce géne,
S exercent exclusivement in vivo.

CONCLUSION

Cette revue traite du BoHV-4 tant
pour ses implications en santé ani-
male que pour son intérét en sciences
fondamentales. En ce qui concerne
les aspects cliniques de |’ infection par
le BoHV-4, il reste encore difficile de
dire aujourd hui si ce virus est réelle-
ment impliqué dans certaines patho-
logies bovines. || faut cependant noter
la haute séroprévalence observée a
I’ encontre du BoHV-4, notamment en
Belgique mais aussi dans le reste du
monde. De plus en plus d’études
incriminent le BoHV-4 dans les
pathologies de la sphére génitale de
nos bovins domestiques. Le role
pathogene du BoHV-4 ne doit pas étre
exclu: au vu de la propriété de cer-
tains rhadinovirus de s atténuer tres
rapidement en passage de culture, il
se pourrait qu'un phénoméne de ce
genre soit responsable du mangue de
reproductibilité des expériences
visant a déterminer le pouvoir patho-
géne du BoHV-4 par épreuve d'ino-
culation.

Le BoHV-4 s'avére représenter un
virus fascinant en sciences fondamen-
tales. Il s'agit du premier y-herpésvi-
rus décrit pour utiliser I"héparan sul-
fate comme récepteur d’entrée
(Vanderplasschen et al., 1993). Le
BoHV-4 est le seul y-herpésvirus
dépendant de la phase S du cycle cel-
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Figure 6 : Relation phylogénique entre le gene Bo17 du BoHV-
4 et les séquences génomique de la C2GnT-M des ruminants.

L analyse a été réalisée par Maximum Likelihood en prenant la
séquence humaine comme Outgroup. Les souches de BoHV-4
sont représentées en italique. Les valeurs indiquées sur les
branches internes se référent aux pourcentages de réplicats
obtenus par bootstrap pour lesquels ce branchement était
obtenu ; seules les valeures supérieures a 60% sont indiquées.
Reproduit de Markine-Goriaynoff et al., 2003, avec |’aimable
autorisation de Journal of Virology.
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lulaire (Vanderplasschen et al., 1995).
Il est le seul virus décrit pour expri-
mer une [31,6GnT (Vanderplasschen
et al., 2000) ; les glycosyltransférases
de cette famille sont impliquées dans
des processus biologiques majeurs
pour la cellule, ce qui laisse présager
que son gene de 31,6GnT a probable-
ment un réle biologique important
pour le BoHV-4. Ce virus a permis la
premiere identification de I’ origine
d’un gene dérivé d'un gene cellulaire
chez un herpésvirus (Markine-
Goriaynoff et al., 2003). Cette décou-
verte a permis, et ce pour la premiére
fois en herpésvirologie, de réaliser
une étude évolutive qui ne repose pas
sur le postulat de co-spéciation entre
les virus et leurs hétes (Markine-
Goriaynoff et al., 2003). Par ailleurs,
I"acquisition de ce géne Bol7 semble
représenter |'exemple le plus récent
d’acquisition d'un géne dans la
famille des herpésvirus (Markine-
Goriaynoff et al., 2003). Le génome
du BoHV-4 a récemment été entiere-
ment séquencé (Zimmermann et al.,
2001) et ce virus congtitue un candi-
dat de choix pour la création de vec-
teurs, en vaccinologie notamment. A
I"avenir, il sera intéressant de déter-
miner si les souches africaines de
BoHV-4 sont capables de conférer
une résistance a I'infection mortelle
par le virus de la forme africaine du

coryza gangreneux (Dewals et al.,
2003). En conclusion, le BoHV-4 est
un virus d'un intérét exceptionnel
pour la recherche fondamentale et
dont le pouvoir pathogéene reste a
investiguer.
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Bovine herpesvirus 4

SUMMARY

Bovine herpesvirus 4 (BoHV-4)
belongs to the Herpesviridae
family, Gammaherpesvirinae
subfamily, Rhadinovirus genus
like human herpesvirus 8 (HHV-

8), the causative agent of
Kaposi's sarcoma. BoHV-4 has a
worldwide distribution in the
cattle population. It has been iso-
lated from cattle showing various
clinical signs as well as from
healthy cattle. The interest of the
scientific community for BoHV-4
is explained by two reasons.
Firstly, BoHV-4 represents an
homologous virus/host species
model to study the biology of
gammaherpesviruses. Secondly,
the use of BoHV-4 as a recombi-
nant vector for expression both in
vitro and in vivo has been propo-
sed. For these reasons, a consi-
derable amount of data has been
collected on this virus. In the pre-
sent paper, the authors will pre-
sent a general overview of the
literature published on this virus
addressing clinical, epidemiolo-
gical and fundamental aspects of
BoHV-4. Finally, in the light of
their recent phylogenetic data,
the authors will discuss the origin
and the host species of BoHV-4
leading to the conclusion that this
virus should be considered as a
virus of the African buffalo rather
than cattle.
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