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DESCRIPTION DU SUJET |

DE RECHERCHE ABORDE

Lherpeésvirus alcélaphin 1 (AIHV-1) est
un gammaherpesvirus du genre rhadino-
virus de gnou (Connochaetes taurinus)
chez lequel I’infection est asymptomati-
que. CAIHV-1 est de toute évidence un
virus particuliérement bien adapté a son
hote naturel, le gnou. Cette adaptation est
démontrée par la prévalence trés élevée
de I’infection et par son caracteére asymp-
tomatique. Lors des épisodes de réacti-
vation virale, le gnou contamine d’autres
especes de ruminants avec lesquelles il
partage ses aires de paturage (Plowright,
1990). Chez ceux-ci, ’AIHV-1 induit
une pathologie complexe le plus souvent
Iétale connue sous le nom de coryza gan-
greneux (CG). En terme d’évolution,
I’ AIHV-1 représente une véritable arme
biologique permettant aux troupeaux de
gnous de réguler les espéces avec les-

quelles ils entrent en compétition pour

I’herbe.

de CG représentant des proies faciles

De plus, les animaux atteints

pour les grands carnivores, ceux-ci se
désintéressent donc des gnous et de leurs
progénitures. LAIHV-1 étant parfaite-
ment adapté a son hote naturel, on peut
donc décrire la relation AIHV-1/gnou
comme une association durable et réci-
proquement profitable entre deux entités
biologiques, ce qui est précisément la
définition d’une symbiose. D’un point
de vue expérimental, I’infection de lapins
par I’ AIHV-1 reproduit une pathologie en
tous points comparable a celle développée
chez les espéces naturellement sensibles
au CG (Edington et al., 1979 ; Buxton
et Reid, 1980). Malgré la disponibilité
de ce modele expérimental, 1’étude de
la pathogénie du CG et le développe-
ment d’un vaccin permettant de protéger
les espéces sensibles n’ont que fort peu
progressé au cours des deux derniéres

décennies. Cette carence s’explique prin-

cipalement par la propriété intrinseque de
I’ AIHV-1 a perdre son pouvoir pathogéne
lors de sa multiplication in vitro (Handley
et al., 1995). Cette propriété rend hasar-
deuse la préparation d’un inoculum des-
tiné a reproduire expérimentalement la
maladie, et empéche toute stratégie de
production de virus recombinants par des
approches classiques.

Le BoHV-4 est un autre rhadinovirus qui
semble également particulierement bien
adapté a ses especes hotes naturelles, les
bovins et le buffle africain chez lesquelles
il ne semble induire aucune pathologie
sévére. De nombreuses études sérolo-
giques et virologiques réalisées de part
le monde ont révélé le role de 1’espece
bovine en temps que réservoir du BoHV-4
(Wellenberg ef al., 1999 ; Graham et al.,
2005). Des études sérologiques et viro-
logiques ont également été réalisées pour
I’espece buffle africain. Ces études limi-

tées a une région restreinte de 1’ Afrique
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de I’Est (Rossiter ef al., 1989) suggerent
une prévalence tres élevée de I’infection.
Le role du buffle africain en temps qu’es-
péce hote naturelle du BoHV-4 a récem-
ment été renforcé par une étude phylogé-
nique démontrant que le géne Bol7 du
BoHV-4 a ét¢ acquis il y a approximati-
vement 1,5 million d’années d’un ancétre
du buffle africain, soit bien apres la sépa-
ration des lignées Syncerus et Bos (12-14
millions d’années) (Markine-Goriaynoff
etal.,2003). Cette méme étude phylogé-
nique, basée exclusivement sur 1’analyse
du géne Bol7, suggere que les souches
de BoHV-4 isolées de bovins et du buf-
fle africain ont divergé il y a quelques
700.000 ans.

Les buffles africains cotoient réguliere-
ment dans leur biotope naturel des trou-
peaux de gnous infectés par ’AIHV-1.
Bien que certains buffles développent le
CG et en meurent (Venter, 2003), I’es-
péce semble néanmoins peu sensible a
I’AIHV-1 (Dr. Rossiter, Dr. Wamwayi,
communications personnelles). Sur base
de la réaction sérologique croisée existant
entre I’AIHV-1 et le BoHV-4 (Rossiter et
al., 1977 ; Osorio et al., 1985 ; Rossiter et
al., 1988 ; Rossiter ef al., 1989), Rossiter
et collaborateurs (1989) ont proposés
que I’infection naturelle du buffle par le
BoHV-4 pourrait lui conférer une immu-
nité protectrice a I’encontre de I’ AIHV-1
(Rossiter et al., 1988 ; Rossiter et al.,
1989). Selon cette hypothése, impliquant
une relation symbiotique entre le BoHV-4
et le buffle, les rares cas de CG observés
chez le buffle représenteraient 1’élimi-
nation des animaux séronégatifs envers
le BoHV-4. Cette hypothese permettrait
ainsi d’expliquer la séroprévalence trés
élevée observée chez le buffle envers le
BoHV-4 par rapport a celles estimées
pour I’espéce bovine (Van Malderen et
al., 1987 ; Wellenberg ef al., 1999). Des
expériences réalisées sur quelques bovins
soutiennent la crédibilité de 1’hypothese
proposée (Rossiter et al., 1988 ; Rossiter
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et al., 1989). Les travaux réalisés dans le
cadre de cette thése avaient pour but de
répondre aux obstacles et questions pré-
liminaires qui empéchent de tester cette
hypothese de travail. Les résultats géné-
rés au cours de ce travail ont été regrou-

pés en trois études (Figure 1).

RESULTATS

(i) Clonage du génome de [’herpésvirus
alcélaphin 1 sous la forme d’un chromo-
some artificiel bactérien stable, infectieux

et pathogene

La propriété intrinseque de I’AIHV-1 a
perdre son pouvoir pathogene lors de sa
multiplication in vitro rend hasardeuse
la préparation d’un inoculum destiné a
reproduire expérimentalement la mala-
die, et réduit a néant toute stratégie de
production de virus recombinants par des
approches classiques. Pour surmonter ces
difficultés, nous avons cloné I’entiéreté du
génome de I’AIHV-1 sous la forme d’un
chromosome artificiel bactérien (BAC)
stable, infectieux et pathogeéne. Pour ce
faire, une cassette BAC modifiée et flan-
quée de séquences loxP a été insérée dans
une des deux grandes régions du génome
de I’AIHV-1 décrites comme non codan-

tes. Cette insertion a mené a la produc-
tion d’un clone AIHV-1 BAC maintenu de
maniére stable en bactérie et capable d’in-
duire la production de particules virales
apres transfection en cellules permissives.
La cassette BAC flanquée des séquences
loxP a ensuite pu étre excisée du génome
des particules virales reconstituées, par
multiplication du virus dans des cellules
exprimant la recombinase Cre de maniére
stable. Enfin, le virus dérivé du BAC
AIHV-1 et le virus sauvage parental ont été
comparé quant a leur propriété a se multi-
plier en culture de cellules et a induire le
CG chez des lapins inoculés. Les résultats
obtenus démontrent que le virus dérivé du
BAC AIHV-1 produit posséde un pouvoir
de multiplication et un pouvoir pathogeéne
identiques a ceux de la souche parentale
ayant subi un nombre restreint de multipli-
cation in vitro. La propagation du génome
de ’AIHV-1 sous la forme d’un BAC
permet donc, contrairement a la multi-
plication virale en culture de cellules, de
propager ce génome de maniere stable et
d’envisager enfin sa mutagenése.

Cette premiere étude a permis de générer
un outil indispensable pour induire de

maniére reproductible la forme africaine

Figure 1. Organisation des études originales réalisées au cours de ce travail basée sur I’hypothése de
Dexistence d'une relation évolutive entre I’AIHV-1 et le BoHV-4.
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du CG lors d’inoculations d’épreuves.
De plus la disponibilité du BAC AIHV-1
représente une avancée importante dans
I’étude des geénes impliqués dans la
pathogénie du CG et ouvre des voies
potentielles a la production de candidats
vaccinaux contre le CG.

(ii) Les anticorps dirigés contre
Uherpeésvirus bovin 4 sont haute-

ment prévalents chez les buffles
africains sauvages d’Afrique de

I’Est et du Sud

Dans cette seconde étude, nous nous som-
mes intéressés a deux questions suscitées
par les travaux de Rossiter et collabora-
teurs (1989). Premicrement, afin d’in-
vestiguer le role du buffle africain en tant
qu’espece hote naturelle du BoHV-4, la
séroprévalence envers ce virus a ét¢ ana-
lysée chez des buffles africains sauvages
provenant d’Afrique de I’Est et du Sud.
Un total de 400 sérums ont ét€¢ analy-
sés par deux techniques complémentaires
de marquages immunofluorescents. Les
résultats observés démontrent qu’indé-
pendamment de leur origine, les buffles
africains sauvages exhibent une séropré-
valence envers le BoHV-4 supérieure a
68 %. Ce chiffre est de loin supérieur aux
valeurs généralement rencontrées chez les
bovins. Deuxiémement, la relation antigé-
nique humorale croisée entre le BoHV-4
et PAIHV-1 a été investiguée. Les résul-
tats générés démontrent que parmi les
antigénes exprimés dans les cellules infec-
tées par I’AIHV-1, le(s) seul(s) épitope(s)
reconnu(s) par des anticorps anti-BoHV-4
sont exclusivement nucléaires. Ces résul-
tats suggerent que I’hypothétique pro-
priét¢ du BoHV-4 4 induire une immunité
protectrice vis-a-vis de ’AIHV-1 repose
sur des mécanismes d’immunité cellulaire
plutét qu”humorale.

Les résultats générés lors des deux pre-
micres études nous permettent d’une part
de pouvoir nous fier a un moyen de repro-
duction fiable du CG par le biais du clo-
nage de I’AIHV-1 sous forme d’un BAC

et d’autre part de pouvoir affirmer que
le BoHV-4 est hautement prévalent au
sein de la population du buffle africain.
Ce dernier résultat conforte 1’hypothese
formulée. La troisiéme étude avait pour
but d’évaluer la distance phylogénétique
entre souches isolées de bovins et de buf-
fle africains afin d’utiliser les souches
de BoHV-4 susceptibles d’induire une
immunité protectrice envers I’AIHV-1.
Une étude phylogénétique récente basée
exclusivement sur I’analyse du géne
Bol7 du BoHV-4 a démontré que ce
geéne a été acquis d’un ancétre du buffle
africain il y a environ 1,5 million d’an-
nées. Cette étude a également suggéré
que le BoHV-4 aurait ét¢ transmis d’un
ancétre du buffle africain a un ancétre des
bovins (Bos primigenius) il y a approxi-
mativement 700.000 ans. Suite a ce saut
d’espéces le BoHV-4 aurait co-specié
avec I’ancétre des bovins pour générer
les souches actuelles isolées de zébu et
de bovins taurins. Selon ce scénario, les
souches de BoHV-4 isolées de buffles
africains seraient le fruit d’un processus
de co-spéciation d’au moins 1,5 millions
d’années entre le BoHV-4 et le buffle
africain ; alors que les souches bovines
résulteraient d’un processus de co-spé-
ciation plus récent datant de 700.000
ans. Quoi qu’il en soit, cette hypothese
suggere que les souches de BoHV-4 iso-
Iées des buffles africains et de bovins
pourraient représenter des espéces virales
naissantes adaptées a leurs hotes spécifi-
ques. Ces deux especes virales proches
pourraient néanmoins se distinguer 1’une
de I’autre par une ou plusieurs propriétés
biologiques comme par exemple la capa-
cité de conférer une immunité protectrice
vis-a-vis de I’AIHV-1.

(iii) Evolution de [’herpésvirus

bovin 4 : recombinaisons et trans-
mission entre buffle africain et
bovins.

Dans cette troisieme étude, nous nous
sommes dés lors intéressé a détailler

la relation phylogénique existant entre
les souches de BoHV-4 isolées de buf-
fles africains et de bovins. A cette fin,
neuf souches représentatives de I’espece
BoHV-4 ont été comparées sur base de
six régions génomiques. Les résultats
obtenus ont menés aux conclusions sui-
vantes. (7) Les souches de BoHV-4 isolées
du buffle africain et des bovins forment
des clades ayant divergé il y a environ
850.000 ans. (i) Depuis cette divergence,
des événements de recombinaisons inter-
et intra-clades ont eu lieu a différents
moments dans la préhistoire démontrant
que ces souches sont restées géographi-
quement proches jusqu’il y a peu. (iii) La
topologie de I’arbre phylogénique formé
par les souches de BoHV-4 isolées de
z¢ébu et de bovins taurins suggére que
le BoHV-4 n’a pas co-évolué avec les
bovins mais a été transmis a cette der-
niére espeéce tres récemment a la suite
de sauts d’especes au cours de la préhis-
toire. Ces observations nous ont amenés
a proposer un scénario expliquant quand
et comment le BoOHV-4 a acquis une dis-
tribution mondiale a partir de 1’ Afrique

sub-saharienne.

CONCLUSIONS

ET PERSPECTIVES

En conclusion, ce travail aura donc per-
mis de fournir les réponses nécessaires
afin de pouvoir a I’avenir éprouver expé-
rimentalement la relation évolutive entre
I’AIHV-1 et le BoHV-4 proposée par
Rossiter et collaborateurs (1989). Les
données obtenues lors de ce travail illus-
trent également la complexité des rela-
tions et interactions dun virus avec son
hote naturel au cours de 1’évolution ainsi
que la complexité par laquelle des virus
peuvent intervenir dans la régulation des
populations d’un écosystéme. A 1’avenir,
les résultats générés pourraient avoir des
implications dans divers domaines, tant
d’un point de vue appliqué que fonda-
mental.
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