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L'élevage des petits ruminants est touché par plusieurs pathologies infectieuses
cutanées. Ainsi, la clavelée et I’ecthyma contagieux représentent deux maladies
virales importantes a étudier de part leur allure enzootique et la perte économi-
que qu’elles entrainent. L'objectif de ce travail a été I'isolement en Tunisie de
souches virales responsables de ces deux pathologies cutanées et leur carac-
térisation par I’application et la comparaison de méthodes de diagnostic. La
microscopie électronique a été utilisée pour une étude morphologique externe
et interne des différentes souches isolées sur culture cellulaire. Lidentification
par PCR a concerné le géne de la thymidine kinase (TK), le géne de I'analogue
du récepteur des chimiokines (CXCR-2) et le gene de la protéine P42K présente
chez les Parapoxvirus. L'identification moléculaire trés sensible et tres spécifique
des souches de Capripoxvirus a été complétée par une analyse phylogénétique.

B INTRODUCTION vis-a-vis de ces deux poxviroses. Cet objectif repose essentielle-

ment sur 1’isolement, la caractérisation et 1’identification des dif-

B PATHOLOGIE INFECTIEUSE

L’économie de la plupart des pays du Sud est basée sur I’agricul-
ture et ’élevage. En Afrique du Nord, I'intérét médical et sanitaire
a souvent été porté sur les bovins au détriment des petits rumi-
nants, probablement a cause de leur grande capacité d’adaptation
aux conditions difficiles de sécheresse et de pénurie.

En Tunisie, le cheptel ovin compte en moyenne sept millions de
tétes. Il est touché par différentes maladies qui constituent une
menace pour le développement du secteur agricole. La clavelée et
I’ecthyma contagieux sont parmi les affections les plus importan-
tes fréquemment observées en élevage de petits ruminants ; elles
revétent généralement une allure enzootique. L’atteinte par ces
deux infections virales cutanées se traduit par une mortalité chez
les jeunes animaux, une chute de la reproduction et de la produc-
tion chez les adultes ; les animaux guéris deviennent généralement
des non-valeurs économiques. Devant une telle situation, il est
impératif d’instaurer des moyens de diagnostic fiables et rapides
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férentes souches virales responsables ; il constitue également une
approche préliminaire pour une étude épidémiologique moléculaire
des souches locales de Capripoxvirus.

B MATERIEL ET METHODES

Suite a une investigation réalisée sur I’ensemble du pays, 63 pré-
levements ont été obtenus a partir d’ovins présentant des Iésions
cutanées typiques de clavelée et/ou d’ecthyma contagieux avec
parfois atteinte de 1’état général. La race, I’age et le sexe n’ont pas
été pris en considération. Les échantillons prélevés étaient compo-
sés de papules, de pustules et de crofites. Ont été comptées respec-
tivement 23 et 40 lésions cutanées douteuses de clavelée et d’ec-
thyma contagieux. Chaque échantillon a été traité sous forme de
filtrat infectieux.

Les techniques expérimentales conduites pour 1’identification des
isolats suspects de clavelée et d’ecthyma contagieux ont été les
mémes ; elles ont été effectuées en deux étapes décrites ci-apres.

Isolement et observation de souches virales

Culture cellulaire

Une étape préliminaire de premier et deuxieme passage sur cul-
ture cellulaire sensible a concerné la totalité des 63 prélevements.
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Ces premiers essais d’isolement ont été réalisés sur culture primaire
de testicules d’agneau (TAP) établie en tapis de cellules dgées de 4
a 5 jours et confluentes a 90 p. 100. Pour chaque échantillon, une
dose d’1 ml de filtrat infectieux a été inoculée par boite de culture
cellulaire de 25 cm? préalablement vidée de son milieu d’entretien.
Le filtrat d’inoculation a été obtenu a partir du broyage des 1ésions
cutanées a 1’aide d’un mortier, et en présence de sable stérile et de
milieu (MEM Dubelco, 10 p. 100 SVF), puis filtration de la solu-
tion obtenue a 0,45 pm. Le contact cellules-inoculum a été appli-
qué durant 1 h a température ambiante suivi d’1 h a 37 °C dans une
étuve a 5 p. 100 de CO,. L'inoculum a ensuite €t€ €liminé, puis le
méme milieu a été ajouté. La culture a ainsi été¢ maintenue a 37 °C
jusqu’a Iapparition d’un effet cytopathogene (ECP) marqué ou a
défaut jusqu’a 12 jours postinoculation. Les échantillons présen-
tant un ECP marquant ont par la suite été inoculés sur des cellules
de lignées testiculaires (OA3.Ts) ; le protocole appliqué a été celui
décrit précédemment.

Microscopie électronique

La microscopie électronique a concerné 1’examen direct des 1ésions
cutanées et la réalisation de coupes ultra-fines de culture cellulaire
inoculée.

L’examen direct a été effectué par imprégnation négative des croll-
tes et des papules. Chaque 1ésion a été broyée en présence d’eau
bidistillée stérile ; une goutte de cette solution a été déposée sur
une grille de microscopie électronique de 200 mesh sans Formvar.

Tableau |

Isolement et identification de souches virales
d’ecthyma contagieux

Inoc  Cult. cell. Microsc. PCR
OA3.Ts électron.
Ecp1  Ecp2 Ex. dir. Ex. cp. TK 1.8 P42K

E3 + ++ + + - - +
E14 + ? + + - - +
E20 + + + + - - +
E31 + + + + - - +
E38 + ! A A - - +

Inoc : numéro d’inoculum
Cult. cell. : culture cellulaire
OA3.Ts : lignée cellulaire de testicules d’agneau
Ecpl: effet cytopathogene observé au 1°" passage
Ecp2 : effet cytopathogene observé au 2¢ passage
++ : effet cytopathogene accentué
+ : effet cytopathogene modéré
?: effet cytopathogene douteux
Microsc. électron. : microscopie électronique
Ex. dir. : examen direct
+ : visualisation de I’aspect enchevétré caractéristique du virus de I’ecthyma
contagieux
EX. cp. : examen sur coupes de culture cellulaire inoculée
+ : visualisation des différentes étapes de la morphogenése virale

PCR : réaction de polymérisation en chaine
TK : géne codant la thymidine kinase
IL8 : gene codant le récepteur de I’interleukine 8
P42K : géne codant la protéine de I’enveloppe des Parapoxvirus
+ : amplification et révélation par électrophorese horizontale du gene
—: absence d’amplification et de révélation du gene

Apreés un temps de contact de 10 min et séchage, la face traitée de
la grille a été contrastée a I’acide phosphotungstique a 2 p. 100,
puis observée au microscope.

L’examen sur culture cellulaire inoculée a été réalisé a partir de
boite T25 présentant un tapis cellulaire confluant de 95 p. 100
et un ECP prononcé selon le cas. La culture a été rincée et récu-
pérée par grattage en présence de CaCl2 IM. Le culot cellulaire
obtenu apres centrifugation a été fixé au glutaraldéhyde a 3 p. 100.
II a ensuite été rincé et immergé dans du tétroxyde d’osmium a
2 p. 100. L’échantillon ainsi déshydraté a été inclus dans un
mélange préparé essentiellement a partir d’agar. Cette étape d’in-
clusion a duré 36 h et a été suivie d’une polymérisation a I’étuve.
L’examen optique a été réalisé sur des coupes ultra-fines de 60 a
70 nm déposées sur des grilles de 150 mesh. Pour I’observation, un
double contraste a été mis en ceuvre a base d’acétate d’uranyle a 2
p. 100 et de citrate de plomb a 0,2 p. 100.

Identification de souches virales
Réaction de polymeérisation en chaine (PCR)

L’étape de caractérisation moléculaire a concerné 10 prélevements
de terrain (tableaux I et II) et la souche vaccinale Romania 65 uti-
lisée pour I'immunisation du cheptel ovin national contre la clave-
lée. La souche de référence Kenya Sheeppox 1 (KSI), a été choisie
comme témoin positif.

Tableau Il
Isolement et identification de souches virales
de clavelée
Inoc  Cult. cell. Microsc. PCR
OA3.Ts électron.
Ecp1  Ecp2 Ex. dir. Ex. cp. TK IL8 P42K
C4 ++ ++ + + + + -
C9 ++ + + + + + -
c12  + ! - + + + +
C13 ! ++ + + + + -
c19 ¢ ! - + + + +

Inoc : numéro d’inoculum
Cult. cell. : culture cellulaire
OA3.Ts : lignée cellulaire de testicules d’agneau
Ecpl: effet cytopathogéne observé au 1°" passage
Ecp2 : effet cytopathogene observé au 2¢ passage
++ : effet cytopathogeéne accentué
+: effet cytopathogene modéré
7 : effet cytopathogene douteux
Microsc. €lectron. : microscopie électronique
Ex. dir. : examen direct
+ : visualisation de structures virales de Sheeppox virus
—: absence de visualisation de structures virales de Sheeppox virus
Ex. cp. : examen sur coupe de culture cellulaire inoculée
+: visualisation des différentes étapes de la morphogenese virale

PCR : réaction de polymérisation en chaine
TK : géne codant la thymidine kinase
IL8 : géne codant le récepteur de I'interleukine 8
P42K : gene codant la protéine de 1’enveloppe des Parapoxvirus
+ : amplification et révélation par électrophorése horizontale du géne
— : absence d’amplification du gene



Les genes ciblés au cours de cette étude ont été :

1. Le géne TK codant la thymidine kinase (5) ; pour cela, deux
couples d’amorces ont été désignés :
—le couple (TK7, TK8) encadrant une région de 680 pb
TK7 5’-acttatcagattttgttacgacattg-3’
TK8 5’-cgatgagttctatttccttttctttag-3’
—le couple (TK11, TK12) encadrant une région de 420 pb
TKI11 5’-ataggacctatgttttctggcaa-3’
TK12 5’-ttagaaaatgcggcgtctttataaca-3’

2. Le gene codant le récepteur analogue a I’interleukine & (3) ; son
identification a concerné la portion 3L de longueur 1 200 pb ampli-
fiée par cinq amorces déterminées comme suit :

chiml 5’-agtgtatgattaagtaaagcataac-3’

chim2 5’-tttttttattttttatccaatgctaatactacc-3’

chim6 5’-gatgagtattgataggtacctagctgtagt-3’

chim7 5’-cctaaactccgeggtttagegatactatcg-3°

chim8 5’-atggagtttaggagattgtttgtgt-3’

La localisation de ces amorces sur la portion 3L du gene est repré-
sentée dans le schéma suivant :

chim6
—>

chim8
—>

chim1
—>

<
chim7

<
chim2

3. Le géne codant B2L de la protéine de I’enveloppe du virus de
I’ecthyma contagieux ; la détection a été réalisée par le biais d’un
seul couple d’amorces qui encadrait une région de 594 pb. Il a été
désigné comme suit (6) :

PPP1 5’-gtcgtccacgatgageaget-3°

PPP4 5’-tacgtgggaagcgcecteget-3’

La PCR a été réalisée a partir du mélange réactionnel suivant :
tampon 10 x 5 ul, dNTP 100 x 0,5 pl, chaque amorce a été utilisée
a une concentration de 200 ng/ul a raison de 2 x 1 ul par couple
d’amorces, la Tag DNA polymérase a été diluée de moitié pour
obtenir 2,5 U/ul. L’ADN a analyser a été extrait avec le kir Qiagen
Dneasy Tissue ; il a ensuite été utilisé a une concentration de 50 a
100 ng/ul, I’ensemble réactionnel a été ajusté a 50 ul avec de I'eau
distillée stérile.

La réaction a été effectuée a I’aide d’un appareil Gene Amp PCR
system 2400 ; le programme établi a été le méme pour les trois
détections géniques et n’a différé qu’au niveau de la température
d’hybridation des amorces. L’ADN amplifié a été soumis a une
électrophorese horizontale sur gel d’agarose a 1 p. 100 (NuSieve
GTG agarose, BMA, Rockland, USA) pour la révélation. Les
échantillons présentant une faible concentration d’ADN ont de
nouveau été amplifiés par une deuxieme PCR. La purification de
I’ADN amplifié¢ a été réalisée par électrophorese horizontale en
bande unique sur gel d’agarose ; I'’ADN purifié a ensuite été récu-
péré a I’aide du kit Sephaglass (Amersham Pharmacia).

Etude phylogénétique primaire

Dans cette partie n’ont été considérés que les isolats de terrain de
Capripoxvirus identifiés par PCR et la souche vaccinale Romania
65 (1) ; 1a liste exhaustive est présentée au tableau III. Le séquen-
cage a concerné la partie amplifiée par (chim2-chim6) de la portion
3L du gene codant le récepteur analogue a I’'interleukine 8 (ILS).
Le produit d’analyse a été séquencé au moins deux fois pour cha-
que échantillon et comparé a la séquence homologue de la souche
de référence KSI (cour 2-6) qui a été elle aussi séquencée.

L’ADN pur a été utilisé a une concentration de 50 ng par échan-
tillon et par réaction. Cette méthode, basée sur celle de Sanger,

Virus de la clavelée et de I’ecthyma contagieux en Tunisie

Tableau 111

Liste des souches virales utilisées
pour les alignements multiples

Echantillon Identifiant Nature de I’échantillon

séquencé

C3 C3P3B Souche de terrain

C4 CC4P2B Souche de terrain

C9 CC9P2B Souche de terrain

C13 CC13P2B  Souche de terrain

C17 C17P2B Souche de terrain

C18 C18P1B Souche de terrain

C23 C23B2B Souche de terrain

C Maroc CMAROCB La souche vaccinale Romania 65

Cour2-6  COUR2-6B La souche de référence Kenya
Sheeppox | (KSI)

LSDRIL8 AF325528  Séquence homologue du virus de
la dermatose nodulaire contagieuse
(lumpy skin disease), isolat
Neethling 2490 Kenya

SPV-K2R 121931 Séquence homologue de la souche
de Swinepox virus Kasza

SPVRIL8 AF410153  Séquence homologue du Swinepox

virus isolat 17077-99 (USA 1999)

a été non radioactive et a eu pour principe de base I'utilisation des
quatre didésoxynucléotides marqués (kit Big Dye, Perkin Elmer).
Le milieu réactionnel a été le suivant :

x ul d’ADN 50 ng

1 pl d’amorce (chim2 ou chim6) a 3,2 pmol/ul

4 ul de mix BDT

2 pl de tampon 5X

x ul d’eau q.s.p. 20 ul de volume total

Le séquencgage a été réalisé sur gel de polyacrylamide préchauffé,
les échantillons ont été précipités et dénaturés 2 min 30 s a 95 °C,
puis remis directement dans la glace. La migration a duré 10 h et
s’est faite pendant la nuit ; I’analyse des séquences a été effectuée
le lendemain.

L’alignement multiple des séquences en acides nucléiques et en
acides aminés a été réalisé a ’aide du logiciel Vector NTI (Invi-
trogen). Pour une analyse comparative, la séquence homologue de
trois poxvirus disponibles a été ajoutée dans les banques de séquen-
ces : le virus de la dermatose nodulaire contagieuse ou lumpy skin
disease (LSDVRILS) (13), le Swinepox virus (SPVRILS) (10) et
la souche Kasza (SPV-K2R) (2). Dans les séquences qui suivent,
n’ont été notées que les additions ou substitutions de bases par rap-
port a la séquence consensus (figure 1). La constitution de ’arbre
de phylogénie, obtenu sur la base de 1 000 répétitions avec le logi-
ciel Phylip, a complété ce travail (figure 2).

B RESULTATS

Ecthyma contagieux
Culture cellulaire

Un ECP sur cellules TAP a été observé dans 68 p. 100 des cas
au premier passage (17/40) ou au second passage (10/40). Cing
échantillons ont montré des ECP accentués au premier et second
passages, ainsi qu’un aspect cellulaire fusiforme caractéristique
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Figure 1 : alignement multiple des séquences en acides nucléiques du virus de la clavelée.

d’une inoculation par le virus de ’ecthyma contagieux (11). Ces
cing prélevements ont fait I’objet d’une deuxiéme inoculation sur
des cellules lignées de testicules d’agneaux OA3.Ts. Le résultat
obtenu a différé par la présence d’ECP douteux (tableau I).

Microscopie électronique

Cette technique a été appliquée sur cinq prélévements ayant produit
un ECP (tableau I). Le contraste négatif a I’acide phosphotungstique
arévélé la présence du virus de I’ecthyma contagieux dans la totalité
des prélevements (figure 3). L'observation de coupes ultra-fines a
montré les différentes étapes de la morphogenese virale (figure 4).

PCR

Cette technique n’a montré une amplification positive que pour le
gene codant de la protéine de 1’enveloppe P42K (tableau I) (figure 5).

Clavelée
Culture cellulaire

Parmi les seize échantillons (70 p. 100 de positifs) avec ECP au
premier et/ou second passage, cinq échantillons ont été sélection-
nés pour adaptation sur cellules OA3.Ts. Parmi ces cing, trois iso-
lats seulement ont développé un ECP caractéristique des poxvirus
(tableau II). Les cellules infectées avaient une forme arrondie avec
un aspect interne granuleux, témoin de la présence de particules
virales dans le cytoplasme cellulaire (9).

Microscopie électronique

L’examen direct des papules a permis de visualiser trois échan-
tillons positifs (tableau II) (figure 6). L’échantillon C12 a pré-
senté une structure enchevétrée en forme de cocon caractéristique
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Figure 2 : arbre phylogénétique des séquences. L'échelle
indique le pourcentage de substitutions en nucléotides.

Figure 3 : particule virale d’ecthyma contagieux observée en
coloration négative par microscopie électronique (laboratoire
d’Embryo-histo-anatomopathologie, faculté de Médecine de
Tunis) ; x 40K ; barre : 200 nm. A noter la forme de cocon et
I’aspect enchevétré typique au sein des poxvirus.

des Parapoxvirus et aucune structure virale n’a pu étre identifiée au
niveau de I’échantillon C19. L’étude des coupes ultra-fines a mis
en évidence les différentes étapes de morphogenese virale pour les
cing prélevements suspects (figure 7).

PCR

Les résultats de I’amplification génique ont été visualisés pour le
gene de la thymidine kinase et le géne du récepteur analogue a
I’IL8 (tableau II, figure 8). Néanmoins, les échantillons C12 et C19
n’ont présenté une amplification positive que pour le gene P42K.

Séquencage

La longueur d’ADN séquencée obtenue n’a pas ét¢ la méme pour
tous les échantillons (tableau IV, figure 1). Le séquencage a permis
de mettre en évidence trois groupes distincts de séquences. Le pre-
mier était constitué par les isolats de terrain et la souche vaccinale
Romania. Ce groupe a présenté un taux de substitution en nucléoti-
des et en acides aminés inférieur a 5 p. 100. Le second groupe était
représenté par la séquence homologue (cour 2-6) de la souche KS1
et celle de la souche LSDVRILS. En revanche, des taux de substi-
tution en nucléotides et en acides aminés de 33,2 et 65,5 p. 100 ont
été observés avec les deux souches des Swinepox virus constituant
le troisieme groupe (figure 2).

Virus de la clavelée et de I’ecthyma contagieux en Tunisie

Figure 4 : particule virale d’ecthyma contagieux observée en
coloration négative par microscopie électronique (laboratoire
d’Embryo-histo-anatomopathologie, faculté de Médecine de
Tunis) ; x 12K ; barre : 500 nm. Les fleches indiquent les dif-
férentes étapes de morphogenése virale observées sur cou-
pes ultra-fines cellulaires inoculées par le virus de I'ecthyma
contagieux.

E20

E34 E38

Figure 5 : amplification d’une portion de 594 pb du géne de
la protéine P42K de I'enveloppe du virus de I"ecthyma con-
tagieux.

PM : poids moléculaire. E20, E34, E38 : isolats suspects
d’ecthyma contagieux confirmés positifs par microscopie élec-
tronique. C4, C9, C13 : isolats suspects de clavelée confirmés
positifs par microscopie électronique. C12 : isolat suspect
de clavelée et confirmé négatif par microscopie électroni-
que. Electrophorése horizontale sur gel d’agarose a 1 % TAE.
1=1000pb ;2 =500 pb.

—
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Figure 6 : particule virale de Sheeppox observée en colo-
ration négative par microscopie électronique (laboratoire
d’Embryo-histo-anatomopathologie, faculté de Médecine de
Tunis) ; x 50K ; barre : 100 nm. 1 : capsule virale. 2 : virus du
sheep pox ; forme rectangulaire a angles arrondis.

Figure 7 :
Sheeppox virus en cours de morphogenése (laboratoire
d’Embryo-histo-anatomopathologie, faculté de Médecine de
Tunis). p.i : postinoculation ; x 30K ; barre : 200 nm.

coloration positive de particules virales de

B DISCUSSION

L'enquéte épidémiologique nationale menée par I'Institut de la
recherche vétérinaire de Tunis en collaboration avec les services
du Commissariat régional de développement agricole a représenté
la partie appliquée. Son but était, d’une part, d’isoler des sou-
ches de Capripoxvirus et de Parapoxvirus, et de les identifier par
différents moyens de diagnostic, et, d’autre part, de contribuer a

Figure 8 : amplification spécifique du géne de la TK par
le couple d’amorces D. Amplification spécifique du gene
du récepteur analogue a I'IL8 par le biais des trois couples
d’amorces A, B, C. Exemple : isolat n® 9 suspect clavelée.

PM : poids moléculaire. A : amplification par (chim1, chim7)
de longueur 495 pb. B : amplification par (chim2, chim6) de
longueur 650 pb. C : amplification par (chim1, chim2) de
longueur 1 200 pb. D : amplification par (TK7, TK8) de lon-
gueur 680 pb. Electrophorése horizontale sur gel d’agarose a
1% TAE. 1= 1500 pb ; 2= 1000 pb ; 3 =500 pb.

Tableau IV

Longueur des fragments obtenus aprés séquencage

Echantillon Nb. chim2 (pb) chimé6 (pb)
séquencages
C3 3 580 590
C4 3 570 590
C9 3 590 580
C13 2 590 600
C17 2 590 600
C18 2 550 600
C23 2 577 600
C Maroc 2 550 560
cour 2-6 2 560 600

C3,C4, C9,C13,C17,C18, C23 : isolats de terrain identifiés par PCR
C Maroc : la souche vaccinale Romania 65
cour 2-6 : la souche de référence Kenya Sheeppox I (KSI)

une étude épidémiologique moléculaire sur une partie du génome
des souches de Capripoxvirus isolées sur le terrain.

L’isolement viral sur culture cellulaire primaire a concerné un
échantillonnage de 63 prélevements (crofites, papules) provenant
d’animaux suspects de clavelée ou d’ecthyma contagieux. Les deux
virus ont présenté les mémes affinités cellulaires. Ils ont produit un
ECP a partir du cinquiéme jour évoluant jusqu’au douzieme jour
postinoculation.

Le premier passage sur TAP a révélé la présence d’un ECP dans
43 p. 100 des cas suspects d’ecthyma contagieux et dans 22 p. 100
des cas suspects de clavelée. Au deuxieéme passage ces valeurs
ont atteint respectivement 68 et 70 p. 100. La nature des résultats
obtenus n’a confirmé en aucun cas la présence ou 1’absence d’une
souche virale suspectée préalablement. Ceci restait conditionné par
la faculté d’adaptation de 1’agent infectieux a son nouvel environ-
nement cellulaire. Néanmoins, I’action de certains interférons cel-
lulaires peut aussi entrainer la perte d’une souche isolée sur culture
cellulaire (11).

A Tissue de cette premiere étude, 10 échantillons ont été sélection-
nés (5 suspects d’ecthyma contagieux et 5 suspects de clavelée)



pour adaptation sur des cellules lignées de testicules d’agneaux
OA3.Ts. Les résultats ont différé par la présence de cas douteux et
une faible intensité d’ECP. Selon Ramisse et coll. (12), le systeme
de réplication de choix des poxvirus est représenté par les cellu-
les primaires de testicules et de rein d’agneau et les cellules d’em-
bryon total de mouton.

La microscopie électronique a appuyé les résultats observés en cul-
ture cellulaire, notamment pour les dix échantillons choisis. L’exa-
men direct par contraste négatif a confirmé que les ECP observés
étaient dus a des isolats suspects d’ecthyma contagieux ou de cla-
velée. D’autre part, trois échantillons seulement ont présenté des
structures virales semblables a celle des Capripoxvirus. On sou-
ligne que cette technique ne permet pas la distinction morpholo-
gique entre les Capripoxvirus et les autres poxvirus. A défaut, la
visualisation de 1’aspect enchevétré caractéristique du virus de
I’ecthyma contagieux met a profit cette application optique. L'exa-
men de coupes ultra-fines a partir de culture cellulaire inoculée est
plus spécifique. En effet, cette technique a montré un résultat posi-
tif sur la totalité des prélevements, y compris 1’échantillon C19 qui
a présenté un résultat douteux par contraste négatif.

L’identification génomique par PCR des dix isolats traités a con-
cerné le géne de la thymidine kinase, le gene P42K codant la pro-
téine d’enveloppe de I’ecthyma contagieux et le geéne de 1’analo-
gue au récepteur a I'IL8. La spécificité et la sensibilité¢ de la PCR
reposent essentiellement sur le choix des amorces. L'utilisation de
cette technique a été largement appuyée par les travaux d’Ireland et
Binepal (7), et Inoshima et coll. (6) pour I'identification des Capri-
poxvirus et des Parapoxvirus.

L'utilisation respective des deux couples d’amorces (TK7, TK8) et
(TK11, TK12) n’a révélé une amplification de 680 pb et de 420 pb
que pour les échantillons suspects de clavelée. Le géne TK a pré-
senté une topographie conservée au sein de la majorité des poxvi-
rus (5) a I’exception des Parapoxvirus ou il est absent (14). D’autre
part, I'identification du gene P42K a été constatée pour tous les
isolats suspects d’ecthyma contagieux mais aussi pour I’échantillon
C12 suspect de clavelée.

L’identification du géne analogue du récepteur a I'IL8 a inté-
ressé la principale partie de ce travail. L'IL8 est un membre de la
sous-famille des chimiokines de type C-X-C ; il intervient dans la
réponse immunitaire en stimulant ’activité des neutrophiles (8).
L’identification de ce géne a concerné la portion 3L du fragment
HindIII Q2 du génome de la souche KSI (3). La détection a été réa-
lisée par le biais de quatre couples d’amorces. Le couple d’amorces
(chim2 chim6) a fonctionné sur la totalité des échantillons. Selon
les travaux de Cao et coll. (3), les résultats obtenus ont confirmé
I’isolement de souches de Capripoxvirus pour lesquelles la région
Q2/3L identifiée ne figure qu’en une seule copie. Par comparai-
son, le Swinepox virus renfermait dans son génome deux phases
de lecture identiques K2R et C3L situées chacune au niveau d’une
extrémité terminale inversée ITR. La phase K2R était homologue
au récepteur IL8-RB (CXC-R2) (10). Cette phase a servi d’échelle
pour les alignements multiples de la partie séquencage. Concer-
nant les isolats suspects en matiere d’ecthyma contagieux, aucune
amplification n’a été détectée. Ceci pouvait étre attribué a la posi-
tion du gene a ’extrémité terminale du génome. En effet, chez les
Parapoxvirus les régions ITR sont trés instables. Il y siege un phé-
nomene de transposition-délétion capable d’entrainer la perte de la
séquence recherchée (4).

Le fragment (chim2-chim6) identifié¢ sur tous les échantillons a
été séquencé. L’analyse phylogénétique de la souche de Swinepox
virus SPVRILS et celle de LSDVRILS ont montré un faible pour-
centage de substitutions en acides aminés (2). Toutes les séquences
alignées ont été bornées sur la base des travaux de Cao et coll. (3).

Virus de la clavelée et de I’ecthyma contagieux en Tunisie

La phase K2R homologue au récepteur IL8-RB (CXC-R2) (10) a
servi d’échelle pour les alignements multiples de la partie séquen-
cage. Ainsi, les Swinepox virus ont permis d’ancrer I’arbre phylo-
génique. Sur ce dernier, trois groupes distincts de séquences ont
été observés. Un lien de parenté ou de dissociation a été représenté
entre les groupes. Les isolats de terrain et la souche Romania 65
ont formé un ensemble homogene et ceci malgré la diversité de
leur origine géographique. Ce groupe a présenté un taux de substi-
tutions en nucléotides inférieur a 5 p. 100 avec la séquence homo-
logue de la souche KSI (cour 2-6) et celle de la souche LSDVRILS.
En revanche, une grande divergence nucléotidique de 33,2 p. 100 a
été observée avec les deux souches de Swinepox virus. Ceci reste
cohérent puisque ces dernires appartiennent a un genre différent
(10). La conversion des séquences en acides aminés a montré un
taux de variation de 5 p. 100 entre les isolats tunisiens et la souche
de référence KSI (cour 2-6). Ceci a résulté de sept substitutions
d’acides aminés sur 158 dues a sept mutations de bases. Quatre
mutations de bases étaient silencieuses.

Les résultats obtenus ont montré la conservation de cette séquence
au sein du genre des Capripoxvirus, et ceci malgré la diversité
topographique des échantillons. Cette premiere approche incite a
approfondir cette analyse sur un fragment plus long du géne appar-
tenant a des isolats de diverses origines provenant de différentes
especes animales. Un échantillonnage ainsi constitué permettra de
vérifier si cette portion de gene pourrait étre un traceur épidémio-
logique des souches de Capripoxvirus.

B CONCLUSION

Ce travail a abouti a I’identification de souches virales sauvages
de Capripoxvirus et de Parapoxvirus. Chaque outil de diagnostic
a présenté des avantages et des inconvénients vis-a-vis de la nature
de I'infection suspectée. Ainsi la microscopie électronique reste
la méthode de choix pour la révélation optique d’un Parapoxvi-
rus par rapport a un Capripoxvirus. L'utilisation de la PCR pour
la recherche de Capripoxvirus et de Parapoxvirus a été appuyée
par plusieurs exemples. La détection du gene de la TK et de celui
du récepteur analogue a I'IL8 a été possible sur toutes les souches
suspectes appartenant au genre Capripoxvirus. En revanche, le
gene codant pour la protéine virale de 1’enveloppe de I’ecthyma
contagieux (la P42K) a été identifié seulement dans les souches de
Parapoxvirus. D’autre part, le profil génétique des souches de ter-
rain de Capripoxvirus concernant la portion du géne analogue du
récepteur de I'IL8 a été identique a celui de la souche vaccinale
Romania 65, souche d’origine marocaine. Par ailleurs, le profil des
souches de terrain a été tres proche de celui de la souche vaccinale
KSI. Ces résultats mettent en évidence la conservation de cette
portion génique malgré la diversité géographique des souches con-
sidérées. Ceci incite donc a approfondir 1’étude et la comparaison
avec d’autres séquences du génome de ces souches.
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Resumen

Fakhfakh E., Le Goff C., Albina E., Zekri S., Seghaier C., Odis-
seev C., Jaafoura M.H., Hammami S. Isolation and Molecular
Study of Sheep Pox and Orf Viruses in Tunisia

Small ruminant farms are affected by several infectious cutane-
ous diseases. Thus, sheep pox and contagious pustular derma-
titis represent two major viral diseases that need investigating
as they can reach endemic proportions and cause important
economic losses. The aim of this work was to isolate the viral
strains at the origin of both diseases in Tunisia, and to charac-
terize them by applying and comparing several diagnosis tech-
niques. Electronic microscopy was used to study the external
and internal morphology of the various strains isolated on cell
culture. Identification by PCR concerned the thymidine kinase
(TK) gene, the IL8 receptor-like gene specific of Capripoxvirus,
and the P42K gene specific of Parapoxvirus. The very sensitive
and very specific molecular identification of Capripoxvirus wild
strains was completed by a phylogenetic analysis.

Keywords: Goat — Sheep - Capripoxvirus — Contagious
ecthyma virus — Parapoxvirus — PCR — Phylogeny — Nucleotide
sequence — Tunisia.

Fakhfakh E., Le Goff C., Albina E., Zekri S., Seghaier C., Odis-
seev C., Jaafoura M.H., Hammami S. Aislamiento y estudio
molecular de cepas de virus de la viruela (lengua azul) y del
ectima contagioso en Tunisia

La cria de los pequefos rumiantes esta siendo afectada por
varias patologias infecciosas cutaneas. Asi, la viruela y el
ectima contagioso representan dos enfermedades virales
importantes a estudiar, a causa de su aspecto enzodtico y
por la pérdida econémica que conllevan. El objetivo del pre-
sente estudio fue el aislamiento en Tunisia de cepas virales
responsables de estos dos problemas cutdneos y su caracteri-
zacion mediante la aplicacién y la comparacién de métodos
de diagnéstico. Se utilizé la microscopia electrénica para un
estudio morfolégico externo e interno de las diferentes cepas
aisladas a partir del cultivo celular. La identificacion mediante
PCR concernié el gen de la timidin-quinasa (TK), el gen del
receptor analogo de las quimokinas (CXCR-2) y el gen de la
proteina P42K presente en los Parapoxvirus. La identificacion
molecular muy sensible y especifica de las cepas de Capripox-
virus fue completada mediante un andlisis filogenético.

Palabras clave: Caprino — Ovino — Capripoxvirus — Virus
ectima contagioso — Parapoxvirus — PCR — Filogenia — Secuen-
cia nucleotidica — Tinez.



