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Description Du sujet  
De recherche aborDé

L’herpèsvirus bovin 1 (BoHV-1), 

l’agent étiologique de la rhinotra-

chéite infectieuse bovine (IBR), 

appartient à la sous-famille des 

Alphaherpesvirinae. Ce virus est 

responsable de pertes économiques 

importantes chez le bétail. Il infecte 

les bovins essentiellement par voie 

respiratoire et induit une infection 

latente principalement dans les neu-

rones sensitifs du ganglion trijumeau. 

La pathogénie de l’infection explique 

qu’il existe naturellement des situa-

tions de co-infections respiratoires 

aptes à générer des virus recombinants 

(Schynts et al., 2003). Cette situation 

est rendue plus complexe encore par 

la vaccination, couramment pratiquée 

par l’injection intranasale de virus 

vivants atténués porteurs d’une délé-

tion dans le gène de la glycoprotéine 

gE (gE négatifs). Le BoHV-1 jouit 

donc d’une situation tout à fait origi-

nale du fait de l’utilisation de vaccins 

vivants atténués administrés au niveau 

des sites primaires de multiplication 

du virus sauvage. Selon les résultats 

obtenus, le BoHV-1 est capable de 

produire 30 % de virus recombinants 

de nouvelle génération in vitro et 30 à 

50 % in vivo, 6 jours après la co-infec-

tion (Schynts et al., 2003 ; Meurens et 

al., 2004a, 2004b). Ce taux de géné-

ration de virus recombinants est très 

élevé. Ces observations plaident pour 

l’apparition de virus recombinants en 

conditions naturelles. Cela permet de 

poser l’hypothèse de la dissémination 

de souches recombinantes à partir 

d’une souche parentale virulente et de 

la souche vaccinale gE négative. 

Par l’échange de gènes qu’elle met en 

oeuvre, la recombinaison est capable 

de restaurer un phénotype virulent 

suite à la coinfection entre souches 

avirulentes de différents alphaherpè-

svirus (Javier et al., 1986 ; Schynts 

et al., 2003). A ce jour cependant, 

aucune donnée ne permet d’appré-

hender le risque épidémiologique 

présenté par des virus recombinants 

gE négatifs issus de coinfection entre 

une souche vaccinale gE négative et 

une souche virulente du BoHV-1. Le 

caractère gE négatif acquis à partir de 

la souche vaccinale donne une image 

sérologique vaccinale de l’infection 

par ces virus ; il est censé garantir 

l’atténuation virale. Cependant, des 

facteurs de virulence transmis par la 
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souche sauvage pourrait conférer à 

ces souches virales recombinantes un 

pouvoir pathogène. 

Les trois appoches développées au 

cours de ce travail ont pour objectif de 

démontrer la génération des BoHV-1 

recombinants gE négatifs et d’étudier 

leur virulence en essayant de préci-

ser la localisation des événements de 

recombinaison qui ont abouti à leur 

apparition. 

résultats

La première étude a été consacrée à 

la génération et à la caractérisation 

biologique de souches recombinan-

tes de l’herpèsvirus bovin 1 délétées 

dans le gène codant pour la glyco-

protéine E. L’étape primordiale pour 

aborder le problème a consisté à pro-

duire, in vitro, de virus recombinants 

délétés dans le gène codant pour la 

glycoprotéine E suite à la co-infection 

entre différentes souches sauvages du 

BoHV-1 et une souche doublement 

délétée dans les gènes codant pour 

les glycoprotéines C et E. Une carac-

térisation phénotypique par double 

marquage en immunofluorescence a 

permis d’isoler 43 souches recombi-

nantes du BoHV-1 délétées dans le 

gène codant pour la glycoprotéine E. 

Une caractérisation biologique de 

cette collection de BoHV-1 recombi-

nants gE négatifs a été réalisée in vitro 

sur la base de 3 mesures. Ces tests ont 

permis de comparer les capacités de 

multiplication et de propagation des 

virus recombinants entre eux et de les 

confronter à celles des souches paren-

tales sauvages et doublement délétée. 

Il a pu être démontré que plusieurs 

recombinants générés à partir des 

souches virulentes du BoHV-1 pré-

sentent in vitro des caractéristiques 

biologiques similaires à celles des 

souches parentales dont elles provien-

nent ; en dépit de la délétion du gène 

codant pour la glycoprotéine E dont 

elles ont hérité. Les résultats obtenus 

in vitro ont servi à établir un score 

évaluant les propriétés biologiques 

des recombinants. Sur la base de ce 

score, quatre BoHV-1 recombinants 

gE négatifs ont été sélectionnés pour 

réaliser une inoculation expérimen-

tale chez l’hôte naturel. 

La deuxième étude a été mise en 

œuvre afin d’étudier sensu stricto la 

virulence des BoHV-1 recombinants 

gE négatifs. Dans cette optique, qua-

tre groupes de veaux ont été inoculés 

avec les quatre virus recombinants 

sélectionnés au terme de la caracté-

risation biologique. Au cours de l’in-

fection primaire et suite à la réacti-

vation expérimentale des veaux,  les 

tableaux de virulence et les profils 

virologiques et sérologiques induits 

par les BoHV-1 recombinants gE 

négatifs ont été comparés à ceux pro-

duits par une souche hypervirulente 

du BoHV-1, par la souche parentale 

doublement délétée gC-gE négative 

et par une souche vaccinale gE néga-

tive. L’inoculation expérimentale des 

veaux a démontré que les BoHV-1 

recombinants gE négatifs sont plus 

virulents que la souche vaccinale gE 

négative. Ils ont induit des lésions 

et des signes cliniques dont l’inten-

sité était intermédiaire par rapport 

à celle de leurs souches parentales. 

Le recombinant gE négatif isolé de 

la souche BoHV-1 Ciney a induit un 

score clinique significativement plus 

élevé que les autres recombinants. 

L’analyse des ganglions trijumeaux a 

montré que les recombinants testés 

ont établi une infection latente. Suite 

à la réactivation expérimentale, trois 

d’entre-eux ont été réexcrétés. Ces 

données ont démontré la possibilité 

d’obtenir des BoHV-1 recombinants 

gE négatifs virulents par la recom-

binaison entre une souche délétée du 

BoHV-1 et des souches virulentes du 

BoHV-1. 

Au cours de la troisième étude, nous 

avons comparé l’utilisation de mar-

queurs de délétion introduits arti-

ficiellement et de marqueurs natu-

rellement présents pour localiser la 

recombinaison au sein du génome du 

BoHV-1. Une première approche a 

consisté à mesurer les fréquences de 

virus recombinants parmi les virus 

de nouvelle génération produits suite 

à la co-infection entre des BoHV-1 

marqués par des délétions en trois 

endroits du génome. Ces fréquences 

de virus recombinants ont permis de 

constater l’existence d’autres points 

de recombinaison dans le génome 

viral. Cependant, les résultats obte-

nus posaient la question de la loca-

lisation précise des événements de 

recombinaison. Dans une perspective 

de définition plus fine des points de 

crossing-over, une nouvelle appro-

che a été développée. Elle reposait 

sur la détection de polymorphisme 

nucléotidique isolé (Single Nucleotide 

Polymorphism, SNP) entre différentes 

souches du BoHV-1. Ces SNPs ont été 

utilisés comme marqueurs de recom-

binaison de manière à pouvoir établir 

une carte de recombinaison. Pour ce 

faire, les mutations ponctuelles ont 

été utilisées pour construire des son-

des TaqMan qui permettent l’ampli-

fication-discrimination des SNPs en 

une étape grâce à une méthode de 

PCR. Ces outils ont permis la diffé-

renciation de deux souches sauva-

ges du BoHV-1 au niveau de sept 

loci répartis de manière régulière 

dans le génome. Cette approche a 

permis de caractériser les virus obte-

nus suite à la coinfection des deux 

souches de BoHV-1 porteuses des 

SNPs. L’analyse des virus de nou-

velle génération a montré que (i) la 

recombinaison est fréquente entre les 

souches sauvages du BoHV-1 ; (ii) 

plusieurs points de recombinaison 

existent dans le génome viral ; (iii) 
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les croisements entre trois marqueurs 

de recombinaison affichent une inter-

férence génétique négative ; (iv) les 

segments long et court du génome du 

BoHV-1 présentent des fréquences de 

recombinaison très différentes ; (v) le 

segment court contient vraisembla-

blement des points chauds de recom-

binaison. L’outil développé ouvre la 

voie à de nombreuses perspectives 

relatives aux rôles et aux conséquen-

ces de la recombinaison chez les her-

pèsvirus. 

conclusions et 

perspectives

Les études développées au cours de 

cette thèse génèrent plusieurs ques-

tions fondamentales par rapport à la 

stratégie de lutte mise en oeuvre pour 

lutter contre l’IBR, à l’évolution des 

souches de BoHV-1 et à l’impact de 

la recombinaison chez les alphaher-

pèsvirus. Par ailleurs, ce travail sus-

cite de nombreuses perspectives, tant 

au niveau de la recherche fondamen-

tale qu’appliquée. 

La première conclusion concerne 

l’utilisation des vaccins vivants 

marqués gE négatifs dans le cadre 

de la lutte contre l’IBR. Plusieurs 

pays européens, parmi lesquels la 

Belgique, ont mis en place des pro-

grammes de contrôle du BoHV-1 

basés sur l’utilisation de souches de 

BoHV-1 avirulentes marquées par la 

délétion du gène de gE. L’utilisation 

d’un test sérologique basé sur la mise 

en évidence des anticorps dirigés 

contre gE a mis en place une vérita-

ble pression de sélection qui donne 

l’avantage aux bovins présentant une 

réaction négative envers gE. En effet, 

ces derniers, présumés sains, sont 

maintenus dans les troupeaux vacci-

nés où ils participent au renouvelle-

ment des générations de bovins. Nous 

avons posé dans ce travail la question 

de la virulence présentée par de virus 

recombinants gE négatifs issus de la 

coinfection entre une souche vacci-

nale gE négative et une souche sau-

vage du BoHV-1. En d’autres termes, 

nous voulions savoir si la délétion en 

gE était garante du phénotype aviru-

lent du BoHV-1.

Les deux premières études indiquent 

clairement que le caractère gE néga-

tif peut être associé à une virulence 

conservée du BoHV-1. L’introduction 

de la délétion de gE par la recom-

binaison entre souches de BoHV-1 

a des conséquences variables qui 

dépendent probablement de détermi-

nants de souches échangés au cours 

de la recombinaison. Ces observa-

tions contribuent à une évaluation 

balancée prenant en considération, 

d’une part l’efficacité, et d’autre part 

la biosécurité des vaccins vivants 

marqués utilisés contre le BoHV-1. 

Une recommandation prioritaire, 

relative à la voie d’administration 

de ces vaccins vivants gE négatifs, 

pourrait être émise. Le recours à une 

administration intramusculaire pour-

rait réduire le risque d’apparition de 

recombinants gE négatifs. En terme 

de perspective, il reste à déterminer 

si ces recombinants gE négatifs du 

BoHV-1 peuvent (i) apparaîre dans 

les conditions naturelles d’infection 

et de vaccination ; (ii) s’installer et se 

transmettre au sein de la population 

bovine. Une caractérisation à grande 

échelle est déjà envisagée pour les 

souches isolées dans les troupeaux 

infectés où la vaccination est couram-

ment pratiquée par voie intranasale. 

Le recours à des marqueurs SNP mis 

au point dans la troisième étude per-

mettra une approche ciblée du pro-

blème. 

La deuxième conclusion a trait à 

l’utilisation de vaccins et/ou de vec-

teurs vivants atténués obtenus à partir 

d’herpèsvirus comme moyen pro-

phylactique ou thérapeutique chez 

l’homme et chez les animaux. Ces 

souches atténuées sont élaborées, le 

plus souvent, par l’introduction de 

mutations ou de marqueurs qui en 

assurent l’innocuité. Or, une fois que 

ces souches sont introduites dans une 

population humaine ou animale, il 

est légitime, selon les résultats obser-

vés au cours de cettte thèse, de poser 

la question de l’émergence de virus 

recombinants présentant une viru-

lence modifiée par rapport à celle qui 

a été observée lors de l’enregistre-

ment de ces souches atténuées. 

La troisième étude soulève la ques-

tion du rôle de la recombinaison dans 

l’évolution des souches de BoHV-1, 

et plus généralement des alphaher-

pèvirus. En effet, l’apparition d’un 

grand nombre de combinaisons géné-

tiques, à l’issue d’un seul cycle de 

multiplication de deux souches vira-

les, montre une grande diversité géné-

tique créée par la recombinaison. Que 

ces combinaisons virales différentes 

fussent le fruit de crossing-overs 

multiples ou de conversions géniques 

associées à un premier événement de 

recombinaison, le brassage de gènes 

n’en demeure pas moins considéra-

ble. La comparaison des fréquences 

de recombinaison observées à la 

fréquence des mutations spontanées 

apparaissant au cours de la réplica-

tion des Herpesviridae renforce l’idée 

selon laquelle la recombinaison pour-

rait être un moteur évolutif chez les 

herpèsvirus (Thiry et al., 2005). En 

effet, et bien au-delà de la transmis-

sion de la délétion du gène de gE, la 

recombinaison pourrait jouer le rôle 

disséminateur de caractères génoty-

piques favorables à la persistance du 

virus au sein d’une population ani-

male. Il est même envisageable que 

des facteurs d’adaptation, plutôt que 

des facteurs de virulence, soient l’ob-

jet de telles recombinaisons. 
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La dernière étude ouvre la voie à 

différentes perspectives. Au niveau 

expérimental, une première appro-

che pourrait consister à évaluer l’im-

pact de la recombinaison de manière 

prolongée après la coinfection entre 

deux souches. La mise en présence 

des deux souches pourrait être sui-

vie par des passages successifs en 

culture de cellules. De cette façon, la 

dynamique de recombinaison et ses 

conséquences seraient envisagées sur 

un plus long terme. Quel sera le deve-

nir des combinaisons parentales ?; 

Certains recombinants pourraient-ils 

s’imposer aux autres ? Ces questions 

pourraient être adressées de manière 

plus pertinente encore par une expé-

rience sur un groupe de bovins, dans 

lequel ne seraient introduits que deux 

animaux infectés, l’un par une souche 

parentale et l’autre par la deuxième. 

Les virus excrétés par des bovins 

sentinelles placés au contact des 

bovins infectés seraient caractérisés 

et renseigneraient de l’impact de la 

recombinaison en situation naturelle 

de coinfection. 

Des analyses phylogénétiques d’iso-

lats peuvent aussi être envisagées 

dans différentes populations ani-

males infectées par différentes sou-

ches et sous-types d’herpèsvirus. A 

la lumière des résultats récemment 

obtenus chez l’HSV-1 (Norberg et 

al., 2004) et le BoHV-4 (Dewals et 

al., 2006), ces analyses réalisées chez 

d’autres herpèsvirus permettraient de 

valider l’obstinante hypothèse du rôle 

fondamental de la recombinaison au 

cours de l’évolution de cette famille 

virale sophistiquée.
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