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résumé

la variole aviaire apparait de plus en plus au sénégal sous une forme très aigue, 
avec des lésions invasives et persistantes dues à la présence du virus de la réti-
culoendothéliose (plus connue sous le vocable anglo-saxon ReV) dans le génome 
du virus de la variole aviaire. pour mieux caractériser l’agent étiologique de ces 
flambées de variole, une analyse par PCR conventionnelle a été réalisée sur trente 
échantillons de terrain divisés en quatre types de souches notés : s20, s21, s22, 
et s23. le test pCR se révèle positif pour la détection du gène p4bdu virus de la 
variole aviaire dans tous les échantillons. la détection du génome rev présente 
quant à elle une certaine hétérogénéité,on ne le retrouve que dans les échan-
tillons s20 et s21. Des poulets de quinze jours infectés avec la s20, montrent des 
lésions atypiques de variole avec des signes caractéristiques d’infection du ReV, 
alors qu’une infection de sujets avec la s21 ne conduit qu’à une infection classique 
de variole. Ces résultats montrent que le gène rev qui se trouve dans la s20 est 
compétent, ce qui conduit à une co-infection, tandis quele gène rev qui se trouve 
dans la s21 semble silencieux, ce qui fait que la s21 se comporte comme les sou-
chess22 et s23 qui en sont dépourvues.
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abstraCt

Fowlpox disease increases in senegal with an acute, invasive and persistent form 
of lesions. To determine the etiological agent of the outbreaks, a conventional po-
lymerase chain reaction was performed to examine samples s20, s21, s22 and 
S23 from field cases of fowlpox. PCR assay was positive for p4b gene of fowlpox 
in all samples but the detection of full length rev integration in samples display va-
riability. s20 and s21 isolates were positive while s22 and s23 were negative. The 
inoculation of fifteen days old chickens with S20 induced atypical lesions of fowl-
pox and showed characteristic clinical signs of Reticulo-endotheliosis virus (ReV)
infection. inoculation with s21 led to characteristic fowlpox lesions only. These 
results suggest that integrated revin s20 is competent and can lead to co-infection 
whereas integrated rev in s21 is not replicative and behaves as rev free fowlpox 
isolates like s22 and s23.
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introduCtion

La variole aviaire est en recrudescence au Sénégal avec une forme particuliè-
rement aigüe et persistante de la maladie, ce qui conduit à d’importantes pertes 
économiques. 
En effet, classiquement la variole aviaire se présente sous deux formes : une 
forme cutanée dite sèche généralement peu grave et une forme diphtérique 
dite humide plus sévère [1]. Il arrive également, que les infections à Poxvirus 
se manifestent sous une forme systémique voire oncogénique [2]. La forme on-
cogénique est caractérisée par des lésions au niveau du réticulum endothélial 
des cellules du foie, de la rate et des autres organes internes [3]. Cela a été ré-
cemment confirmé en Chine, où suite à des épisodes récurrents de variole dans 
les élevages avicoles, il est apparu une forme atypique de variole aviaire avec 
des lésions immunosuppressives chez les volailles atteintes [4]. Le diagnostic 
révéla la présence de gènes du virus de la réticuloendothéliose (REV) dans le 
génome du virus de la variole. Il semblerait que lorsqu’il y a intégration de gè-
nesrevdans le génome du virus de la variole aviaire (VVA), la pathogénicité du 
virus de la variole est considérablement accrue [5]. 
Le virus de la réticuloendothéliose est considéré comme un contaminant natu-
rel du virus de la variole aviaire [6]. Il appartient au groupe des rétrovirus, induit 
une forme proliférative et invasive de la maladie chez les oiseaux sensibles. La 
présence de gènesrev est mise en évidence grâce à la technique d’amplifica-
tion par PCR [7]. Au Sénégal, aucun cas d’infection de variole associée au virus 
de la réticuloendothéliose n’a jamais été reporté. Cet article relate les phases 
d’une infection expérimentale de poulets, par des virusde variole aviaire, por-
teurs ou dépourvus de gènesrev.  Ainsi, des échantillons de souches de terrain 
ont été prélevés entre 2016 et 2018 à Dakar et sa banlieue, sur des poulets at-
teints de variole. Ils ont été soumis à une caractérisation moléculaire pour bien 
identifier les souches collectées, puis ces souches ont fait l’objet d’une infection 
expérimentale sur des poulets sains. Cela a permis de caractériser les souches 
de variole aviaire et de décrire pour la première fois au Sénégal, les lésions 
caractéristiques consécutives à une co-infection VVA-REV.

1. matériel et méthodes

Les échantillons de terrain : quatre variantes du virus de la variole aviaire (S20, 
S21, S22 et S23) ont été prélevées sur des poulets qui présentaient des pustu-
les cutanées sur la crête et le contour des yeux.

préparation des échantillons
Les échantillons collectés ont été triturés séparément dans une solution saline 
de tampon phosphate (Fisher Bio Reagents, Waltham/Massachusetts,USA) à 
pH 7.4, contenant 0,1% d’antibiotiques (mélange prêt à l’emploi de Pénicilline/
Streptomycine/Fungizone 100X /CN 3921 Highveld Biological(PTY) LTD, Jo-
hannesburg/South Africa). Ces différentes suspensions virales ont ensuite été 
filtrées individuellement au moyen de filtre Millipore 0,45 µm de diamètre (Merck 
Millipore, Burlington, Massachusetts/USA) et conservées au congélateur à 
-20°C. Ces filtrats ont servi à l’inoculation d’œuf sembryonnés de poule âgés 
de 10 jours, exempts d’organismes pathogènes spécifiques (EOPS). L’inocula-
tion s’est faite en déposant 0,1ml d’inoculum à la surface de la membrane cho-
rio-allantoidienne (CAM)avant de reboucher l’orifice avec de la cire de bougie 
chauffée et les œufs ainsi inoculés étaient incubés à +37°C, durant 5 jours. Ils 38 
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étaient examinés quotidiennement pour vérifier la vitalité des embryons. A la fin 
du temps d’incubation, les œufs qui contenaient des embryons vivants étaient 
ouverts à l’aide de ciseaux stériles, dans des conditions d’asepsie totale et la 
CAM de chaque œuf était prélevée puis finement hachée pour faciliter l’extrac-
tion de l’ADN viral.

extraction de l’adn et analyse par pCr des échantillons 
L’extraction des ADN viraux était effectuée en utilisant le kit QIAGEN Dneasy 
(DNA Mini Kit 50), conformément aux recommandations du fabricant (Qiagen-
Hilden/Germany). L’amplification de l’ADN ou PCR estfaite en ciblant une région 
précise du génome du VVA et celui du REV grâce à des amorces spécifiques 
[5] (Tableau I).Trois tests PCR étaient réalisés sur chaque échantillon d’ADN 
suivant les conditions décrites par Masola [8].

tableau i : Caractéristiques des amorces utilisées

protocole expérimental d’infection des poulets 
Des poussins âgés d’un jour (n = 40), étaientélevés au laboratoire pendant 15 
jours avant d’être divisés en cinq groupes, puis infectés suivant le protocole 
expérimental décrit dans le tableau II. Tous les poulets étaient examinés quoti-
diennement et les manifestations cliniques étaient enregistrées durant les trois 
semaines post infection (p.i).

tableau ii: Protocole expérimental d’infection des poulets avec les différentes 
souches sauvages de variole
 
Groupe 1 (témoins) 8 poulets inoculés avec 0.2ml de PBS pH 7.4 au niveau de la crête
Groupe 2 8 poulets inoculés avec 0.2ml de S20 au niveau de la crête
Groupe 3 8 poulets inoculés avec 0.2ml de S21 au niveau de la crête
Groupe 4 8 poulets inoculés avec 0.2ml de S22 au niveau de la crête
Groupe 5 8 poulets inoculés avec 0.2ml de S23 au niveau de la crête

2. résultats 

test pCr 
Les échantillons présentaient une bande à 578 pb, comme indiqué sur la photo 
du gel (Figure 1A), correspondant augène p4b du VVA, caractéristique du grou- 39 
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pe des Avipoxvirus.

figure 1 a: Amplification du gène p4b (578 bp). De gauche à droite, MW est le 
marqueur de poids moléculaire 100 bp. Ligne 1: contrôle positif C+. Lignes

La détection du virus de la réticuloendothéliosese faisait en deux temps : re-
cherche du gène rev(enveloppe) puis du gène 5’ltr(partie distale du génome).
Cette recherche s’avéra positive pour les échantillons S20 et S21, mais néga-
tive pour les échantillons S22 et S23 (Figure 1B).

figure 1 b: Amplification du REV dans les échantillons.
le gène revenvse situe à 807bpet le gène 5’ltr à 370bp. l1 et l2 représentent 
respectivement le marqueur de poids moléculairede 1kb et celui de 100pb. s20 
et s21 sont positifs alors que s22 et s23 sont négatifs. C+ et C- représentent 
respectivement le contrôle positif et le contrôle négatif.

infection expérimentale 
Dans le groupe 1, aucun poulet ne présentait de lésions apparentes. Les sujets 
des groupes 3, 4 et 5 avaient des pustules nodulaires sur la crêtemais sans 
aucune gravité. Ceux du groupe 2 présentaient non seulement des lésions cu-
tanées prolifératives et nécrosantes, mais également une lymphadénite mar-
quée (renflement de la tête), une prostration ainsi qu’une diarrhée. Au quin-
zième jour, il apparaissait une paralysie de l’un des membres inférieurs chez 
plusieurs sujets du groupe 2. De surcroit, il avait été noté un plumage ébouriffé 
chez tous les sujets de ce groupeainsi que des nécroses sur le corps. L’état de 
santé des sujets du groupe 2 s’aggravait de jour en jour,les sujets agonisaient 
jusqu’à ce que mort s’en suivait. A l’autopsie, on découvrait un foie hypertrophié 40 
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et hémorragique avec de pâles nodules à la surface, comparativement au foie 
d’un sujet du groupe 1, qui apparaissait intact et sain.

3. disCussion 

Les profils d’ADN génomiques obtenus ressemblaient à ceux décrits antérieu-
rement par des chercheurs, aussi bien pour l’identification du VVA [9,10], que 
pour la mise en évidence du virus de la réticuloendothéliose dans le génome 
du VVA [5,11,12]. Les lésions atypiques apparues lors de cette expérience fu-
rent décrites précédemment par Hess et al. [13] ; elles sont reconnues comme 
étant des signes cliniques pathognomoniques d’une infection par le REV. Pour 
ce qui est de la pathogénicité de la souche S20 comparativement à la souche 
S21, elle s’avérait beaucoup plus importante, bien que ces deux souches por-
taient le gènerev dans leur génome respectif. Ces résultats concordaient avec 
ceux de Tadese et al.[14] qui évoquait l’existence de deux types de gènes rev. 
Cette hypothèse était renforcée les travaux de Barbosa [15], qui avait précé-
demment relaté l’existence de deux types de gène rev : le gène revA(faiblement 
pathogène),porté par un virus non défectueuxet le gène revT(virulent), porté 
par un virus défectueux.
En effet, les sujets infectés avec la S21 bien que porteuse de rev, n’avaient 
montré que des signes de variole classique (pustules cutanées), tout comme 
les sujets infectés avec les souches S22 et S23 qui en étaient dépourvues.Par 
conséquent, la seule présence du gènerev dans le génome du virus de la va-
riole ne suffit pas à induire une immunosuppression, il faut que le gène revsoit 
virulent ou « compétent », pour reprendre les termes de Allison et al. [3]. En 
effet, cette équipedéduisait que pour qu’il y ait une manifestation oncogénique, 
il faut que le gènerev intégré soit compétent ;dans le cas contraire, on avait 
affaire à un gène silencieux non réplicatif qui se comportait comme un virus de 
variole sans gène rev. Cette variation de virulence entre la S20 et la S21 pour-
rait également être expliquée par la différence de longueur de la séquence de 
gène rev intégrée, comme le laissaient augurer les travaux de Joshi et al.  [16]. 
Toutefois, il est aussi important de noter que cette infection des virus de variole, 
par le REV, n’est ni un événement rare ni systématique, car les souches S22 et 
S23 en sont dépourvues et cela renforce les observations de Davidson [17]. 

ConClusion et perspeCtives 

Le VVA circule au Sénégal et peut dans certains cas être parasité parle REV 
pour donner des formes atypiques, graves et persistantes de variole aviaire.En 
réalité, le virus de la réticuloendothéliose (REV) est un rétrovirus de mammifè-
res qui aurait infecté les oiseaux suite à des manipulations iatrogéniques [18]. 
De nos jours, la propagation de cette contamination semble être entretenue 
par l’utilisation de vaccins contaminés, la transmission congénitale de cette in-
fection ainsi que la transmission mécanique par les arthropodes. Le dépistage 
d’une telle co-infection est indispensable pour le choix des souches vaccinales 
de variole, d’où la nécessité de recourir à la technique de biologie moléculaire 
(PCR) pour un diagnostic fiable.
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