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= RESUME:

Notre travail, effectué au LVR-TO qui couvre 6 wilayas du centre du pays, se divise en deux
parties. La premiére partie consiste a évaluer I’immunité induite par la vaccination contre la maladie
de Newcastle sur 138 lots de volailles domestiques, et comparer les résultats obtenus par les deux
techniques sérologiques utilisées : HI test et ELISA indirecte. La deuxieme partie a pour objectif
d’explorer les différentes étapes suivies par le laboratoire lors d’une demande de diagnostic de la
maladie de Newcastle. Elle vise également a initier une étude épidémiologie sur cette pathologie
durant I’année 2018 a travers les 6 wilayas concernées.

Les resultats obtenus lors du contrble vaccinal, montrent que les lots testés ont exprimé
globalement un statut immunitaire suffisant pour les protéger d’une éventuelle invasion du virus
sauvage.

Les valeurs obtenues par les deux techniques ELISA et HI test étaient pratiqguement similaires,
sauf dans quelques cas ou nous avons remarqué que le HI test présentait un taux de positifs plus
important. Ce qui nous amene a émettre deux hypothéses ; soit que le HI test est plus spécifique que
I’ELISA, ou que cette dernic¢re technique est plus sensible. D’autre part, le HI test s’est avéré plus
pratique et plus économique que ’ELISA. L’étude épidémiologique a révélé que 4/9 des lots suspects
de la maladie de Newcastle sont supposés positifs aux tests de confirmation, bien que les foyers
étaient censés avoir été vaccinés contre la pathologie. Ces résultats nous ameénent a penser a

I’existence probable d’une nouvelle variante virale sur le territoire algérien.

Mots clés : Maladie de Newcastle, HI test, ELISA indirecte, Diagnostic, Contréle vaccinal.
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INTRODUCTION



! Introduction

La maladie de Newcastle (MN) est une maladie virale, trés contagieuse chez la volaille. Elle
figure parmi les maladies a déclaration obligatoire de I’OIE. Bien que des mesures de lutte soient
appliquées depuis plus de 50 ans, elle est toujours considérée comme étant I'une des pathologies les

plus répandues dans le monde (Servan De Almeidaa et al., 2009 ; Kiril et al., 2017)

L’aviculture en Algérie revét un réle prépondérant depuis les années 80 car elle constitue une
source non négligeable de protéines animales & moindre prix. Malheureusement, la maitrise de cette
discipline reste encore insuffisante surtout au niveau du volet pathologique dans lequel la MN parmi

d’autres pathologies constitue un obstacle patent freinant son épanouissement.

En effet ; la MN décime a chaque épidémie des exploitations entieres engendrant de grandes
pertes économiques ; d’ou I’importance de poser le bon diagnostic clinique et complémentaire pour

aboutir au meilleur plan prophylactique.

Afin de pouvoir mieux surveiller cette pathologie, nous avons pensé qu’il serait intéressant
d’évaluer les différentes méthodes de diagnostic sérologique et virologique utilisées dans nos
laboratoires de diagnostic, et également mettre I’accent sur I’immunité que procure la vaccination
actuellement utilisée pour les différents types de productions, et enfin, rassembler toutes ces données

pour avoir une idée sur I’épidémiologie de la maladie de la Newcastle en Algérie.

C’est dans cette optique que nous avons réparti notre étude en deux parties distinctes :
»  Dans la premiére partie :
- Nous avons évalué le statut immunitaire des volailles du cheptel étudié par rapport a cette maladie.
- Et nous avons comparé I’efficacité des deux techniques utilisées dans le cadre du controle vaccinal,
a savoir la technique ELISA et le HI test.
»  Dans la deuxieme partie :
- Nous avons décrit les différentes étapes suivies par le laboratoire afin de diagnostiquer la maladie de
NC.
- Puis une petite étude épidémiologique de la maladie dans la région du zoning du Laboratoire
Vétérinaire Régional de Draa Ben Khedda (Tizi-Ouzou) durant I’année 2018 a été initiée.
Notre étude comporte deux parties :
- L’une bibliographique, ou sont développés des rappels concernant la maladie de Newcastle.
- L’autre expérimentale, ou sont développés les objectifs fixés, le matériel et les méthodes

utilisées, les résultats obtenus et leur discussion.
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. Définition de la maladie de Newcastle :

La maladie de Newcastle (MN), nommée également peste aviaire atypique, pseudo-peste aviaire,
maladie de Ranikhet ou encore pneumo-encéphalite, a été souvent confondue avec la peste aviaire,
mais c’est ’appellation de maladie de Newcastle qui a fini par étre adoptée mondialement (Kaci,
2001). Les premiéres épizooties de la maladie sévissant chez les volailles, connue en tant que ND, sont
apparues en 1926 a Java, en Indonésie (Kraneveld, 1926) et a Newcastle en Angleterre (Doyle, 1927).

La MN est une maladie infectieuse, virulente, inoculable, tres contagieuse, due a un paramyxovirus
aviaire de type 1 (APMV-1) qui regroupe de nombreuses souches plus ou moins pathogénes. Elle est
caractérisée par une grande variabilité de morbidité, mortalité, signes cliniques et lésions. Elle atteint
principalement les poulets et les dindes, ainsi que de nombreux oiseaux sauvages et domestiques
(Meulemans et al., 2015).

1. Importance :
I1.1. Importance géographique :

La ND, constatée dans le monde entier, est actuellement maitrisée au Canada, aux Etats-Unis et
dans certains pays d’Europe occidentale. Elle persiste dans différentes régions d’Afrique, d’Asie et
d’Amérique du Sud. Toutefois, étant donné que les oiseaux sauvages peuvent parfois étre porteurs du
virus sans contracter la maladie, des foyers peuvent apparaitre partout ou existent des élevages de
volailles (OIE, 2011).

I1.2.  Importance médicale :

Son importance médicale réside dans la morbidité et la mortalité élevée qu’elle peut causer
dans les élevages avicoles touchés par les souches les plus virulentes (souches vélogénes), sa rapidité
de propagation et sa forte contagiosité génératrice d'épizooties meurtrieres en territoire vierge
(ANSES, 2013). Cette maladie figure dans la liste des maladies notifiables de I’OIE.

11.3.  Importance économique :
L’impact économique de la MN est énorme et ne doit pas uniquement étre mesuré en termes de
pertes commerciales directes (mortalités). Dans les pays développés indemnes de la maladie, les
mesures de contrdle, telles que la vaccination et les tests répetés afin de maintenir leur statut indemne,

représentent une perte énorme pour 1’industrie avicole. Dans les pays en voie de développement ou les
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ceufs et la viande de volaille constituent la principale source de protéines, le NDV, de par sa circulation
endémique, représente un frein au développement de la production avicole (Meulemans et al., 2015).
Elle conduit également a une baisse de production, une diminution du taux de ponte, ainsi qu’une

mauvaise qualité d’ceufs, qui ont alors un faible taux de fertilité et d’éclosabilité (Kaci, 2015).

[1.4.  Importance sanitaire :

En termes de santé publique, parallelement & sa contribution & la malnutrition, la MN est
considérée comme une anthropozoonose mineure (Meulemans et al., 2015).

La premiére communication décrivant le NDV comme un pathogene humain fut celle de Burnet
publiée en 1943. Les symptomes les plus fréquemment rapportés chez I’homme sont les infections
oculaires. Celles-ci consistent généralement en une rougeur unilatérale ou bilatérale, un larmoiement
excessif, un cedéme des paupicres, une conjonctivite et une hémorragie sous-conjonctivale (Chang,
1981). Bien que ’atteinte oculaire soit assez sévere, les infections sont généralement passageres et leur
durée n’excéde pas un jour ou deux. La cornée n’est pas touchée. Les communications décrivant
d’autres symptomes chez I’homme infecté par le NDV sont moins bien documentées. Cependant, une
infection plus généralisée, provoquant des frissons, des céphalées et de la fiévre, avec ou sans
conjonctivite, a parfois été rapportée (Chang, 1981). Les infections humaines par le NDV ont
généralement résult¢ d’un contact direct avec le virus ou avec des oiseaux infectés ou avec des
carcasses d’oiseaux morts de la maladie. La transmission entre humains n’a pas été rapportée. Les
catégories de personnes connues pour avoir été infectées par le NDV comprennent les employés de
laboratoires (il s’agit généralement de la conséquence d’éclaboussures accidentelles de matériel
infectieux dans I’ceil), les vétérinaires travaillant dans les laboratoires d’analyse (vraisemblablement le
résultat de contact avec du matériel infectieux lors d’examens post mortem), les ouvriers des
exploitations avicoles, ainsi que les équipes de vaccination, surtout lorsque les vaccins vivants sont
administrés sous forme d’aérosols ou de poussiere fine. Chez les personnes ayant des liens reconnus
avec la volaille, une quantité significativement supérieure des titres d’anticorps anti-NDV a éteé

rapportée par Pedersden et al. (1990).
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I11.  Agent pathogene :
I11.1. Classification du virus :

L’agent causal de la MN est le paramyxovirus aviaire de sérotype 1 (APMV-1) ou virus de la
maladie de Newcastle (Newcastle Disease Virus =NDV), appartenant a I’ordre des Mononegavirales, a
la famille Paramyxoviridae, a la sous-famille Paramyxovirinae, genre Avulavirus.

Neuf sérotypes d’APMV sont identifiés (APMV-1 a APMV-9). Ces différents sérotypes présentent des
réactions croisées entre eux, en particulier ’AMPV-1 et I’AMPV-3 (Alexander, 1988).

Ce virus présente de grandes diversites génétiques, ces dernieres étant associées a l'origine spatio-
temporelle ainsi qu'a I'espéce hote des différentes souches. Ainsi, le séquencage du gene de la protéine
de fusion F a permis d'identifier au moins six lignées distinctes de NDV (lignées 1 a 6) (Aldous et al.,
2003), tandis que l'analyse génétique compléte du génome a révélé I'existence de deux divisions
majeures, a savoir les classes | et Il, la seconde classe pouvant étre subdivisée en huit génotypes
(génotypes I a VIII) (Tableau 1) (Czegledi et al., 2006). Bien que toutes les souches de NDV
appartiennent au méme sérotype (APMV-1), ces variations génétiques pourraient avoir un impact sur
I'antigénicité et donc sur I'efficacité des campagnes de vaccination (Miller et al., 2007).

Tableau 1 : Relation phylogénétique entre les propriétés moléculaires du NDV et les

paramétres pathologiques et écologiques (Czegledi et al., 2006)

Classe | Génotype | Isolement Réservoir majeur Pathotype Pathogénicité
I Oiseaux aquatiques Asymptomatique Apathogéne
I Oiseaux aquatiques Asymptomatique Apathogéne
. Lentogéne,
Ameérique du L . ] g\
I Nord Gallinaces domestiques Neurotrope mésogene,
vélogéne
. . : o Mésogeéne,
i Asie Gallinaces domestiques Viscérotrope ] g\
vélogene
v Europe Gallinacés domestiques Viscérotrope Vélogene
Gallinacés
] Amérique du . L s
\Y/ SS q domestiques, Viscérotrope Vélogeéne
cormorans
Asie et Gallinacés
Vi Moyen- . ) Viscérotrope Vélogeéne
X domestiques, pigeons
Orient
Extréme- Gallinacés L s
\l . . . Viscerotrope Vélogene
Orient domestiques, oies
VI Afrique Gallinaces domestiques Viscérotrope Vélogeéne
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[11.2.  Structure et organisation du virus :

L’APMV-1 est un virus enveloppé, de forme sphérique, parfois pléomorphique, dont le
diamétre est compris entre 100 et 500 nm (Yusoffet Tan, 2001). Le génome des APMV-1, comme celui
des autres Mononegavirales, est formé d’un ssARN (Lamb et Kolakofsky, 1996). L’ARN génomique
ou ARNv des APMV-1 contient six genes structurauxorganisés de la facon suivante, de 3’ en 5’ :
nucléoprotéine (N), phosphoprotéine (P), protéine de matrice (M), protéine de fusion (F), protéine
hémagglutinine-neuraminidase (HN) et protéine large (L) (Chambers et al., 1986)comme le décrit la
figure 1.

Glycoprotéine de fusion - F

Glycoprotéine d'attachement
G, Hou HN

Protéine de la matrice - M

Protéine de la nudéocapside - N

rande polymérase - L
Phosphoprotéine - P

ARN simple brin
de polarité négative

Bicouche lipidique

Figure 1:Représentation schématique d’un virion de paramyxovirus (Le Bayon, 2013)

La protéine N protége le génome viral contre les activités nucléasiques présentes dans les
cellules de I’héte (Kho et al., 2001). Le complexe extrémement stable formé par plusieurs monomeres
de N et de ’ARNv (ARN viral) constitue la nucléocapside (Iseni et al., 1998). Cette derniére est
associee a la phosphoprotéine (P) et la protéine large (L) pour former le complexe ribonucléoprotéique
ou RNP qui est la plus petite structure virale a propriété auto-réplicative dans la cellule (Yusoffet Tan,
2001).

L’enveloppe virale ou peplos est une bicouche lipidique provenant de la membrane cytoplasmique de la
cellule hote acquise lors du bourgeonnement viral. Dans la bicouche lipidique sont ancrées deux
glycoprotéines : I'némagglutinine-neuraminidase (HN), qui constitue le déterminant antigénique majeur

du virus (Panda et al., 2004), et la protéine de fusion (F). HN possede a la fois I’activité
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hémagglutinante (HA) et neuraminidasique (NA) (Kawano et al., 1990 ; Scheidet Choppin, 1974) et
assure I’attachement du virus au récepteur des cellules cibles.La protéine de fusion (F) assure la fusion
de I'enveloppe virale, indépendamment du pH, avec la membrane cellulaire lors de la pénétration du
virus dans la cellule cible (Romer-Oberdorfer et al., 1999 ; Hernandez et al., 1996 ; Seth et al., 2007).

Ces deux protéines (F et HN) jouent un role déterminant dans le tropisme cellulaire, le pouvoir
infectieux et I’induction d’anticorps neutralisants protecteurs. Le pouvoir hémagglutinant des virus
NDV est utilisé pour la détection du virus dans un échantillon. En effet, des tests d’hémagglutination et
d’inhibition d’hémagglutination sont utilises pour rechercher la présence de NDV (Nwankwo et al.,
2012).Juste en-dessous de la bicouche lipidique se trouve la couche interne de 1’enveloppe qui est
formée par la protéine de matrice (M).Cette derniére joue un role important dans 1’assemblage et le

bourgeonnement du virus (Lamb et Parks, 2007).

I11.3. Cycle viral :

La réplication de ’APMV-1 a lieu entiérement dans le cytoplasme cellulaire (Lamb et Kolakofsky,
2001). Comme tous les paramyxovirus, les Avulavirus se propagent selon les étapes suivantes (Figure
2):

e La glycoprotéine HN initie 1’attachement des virions aux récepteurs cellulaires de la membrane

plasmique de la cellule cible.

e [’injection de I’ARN viral se fait apres fusion de la membrane cellulaire et de I’enveloppe virale,

grace a la glycoprotéine F des spicules. Cette protéine F doit étre divisée en deux sous-unités, V et
W, pour étre active.

e L’ARN parental est ensuite répliqué et sert & assembler de nouvelles particules virales.

e Ces nouvelles particules quittent la cellule par bourgeonnement de la membrane cytoplasmique.

La totalité du cycle du PMV1 peut ne prendre que 12 heures (Scheid et Choppin, 1974 ; Yusoff et
Tan, 2001 ; Guérin et al. 2016).
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Figure 2 : Cycle de réplication du paramyxovirus (Farah EI Najjar et al., 2014).

IV.  Pathogénie :
Lors d'une exposition naturelle, la période d'incubation du NDV varie de 2 a 15 jours. Les anticorps

apparaissent dés la premiére semaine de I’infection (Capua et al., 1993 ; Chen et al., 2002 ; Roy et al.,
2005).

La pénétration du NDV entre volailles a lieu par voie oro-nasale. La multiplication locale se fait
dans les cellules de la porte d’entrée du virus, par exemple les voies respiratoire. Il s’en suit une
virémie et une multiplication du virus dans les tissus lymphoides avec une apparition de Iésions au
niveau des parois vasculaires. Le virus se localise par la suite et se multiplie dans un ou plusieurs tissus
selon le tropisme de la souche (tube digestif, appareil respiratoire, systeme nerveux) (Guérin et al.,

2016).

e Pathotypes :
Beard et Hanson (1984) ont identifié cinq pathotypes viraux, en se basant sur I’incidence et la
sévérité des manifestations cliniques :

1. Les souches vélogenes viscérotropes causent une mortalité élevée (jusqu'a 100%) associée a des
Iésions intestinales caractéristiques.

2. Les souches vélogenes neurotropes provoquent également une trés haute mortalité (jusqu'a
100%) associée a des troubles respiratoires et nerveux.

3. Les souches meésogenes sont responsables de troubles respiratoires et nerveux associés a un

faible taux de mortalité chez les adultes et une mortalité élevée chez les jeunes (jusqu'a 50%).
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4. Les souches lentogenes ne provoquent ni symptdmes ni lésions apparents ou alors atténués
(peuvent provoquer des troubles respiratoires uniquement), sans mortalité ni chez les jeunes ni
chez les adultes (souches vaccinales Hitchner B1 et La Sota).

5. Les souches avirulentes ne causent aucun signe clinique. Ces virus sont uniquement mis en
évidence par isolement a partir des matieres fécales et sont souvent isolés de canards sauvages.

Cette classification en pathotypes n'est pas toujours clairement établie, des variations considérables

des signes cliniques pouvant étre observées pour des représentants de chaque groupe. De plus, des
virus responsables de certaines épizooties ne peuvent étre classés clairement dans aucun des
pathotypes.
e Disparition :
Le virus disparait peu a peu du sang et des organes des oiseaux infectés en quelques semaines
(Guérin et al., 2016).

V. Immunité

V.1. Immunité non spécifique :

La réponse immunitaire innée comprend des facteurs qui existent avant l'avénement de
I'infection, et sont capables de fournir une réponse rapide contre le virus ou de 1’éliminer avant le
développement de la maladie. Elle comprend les barriéres physiques et chimiques, les cellules
phagocytaires, le complément et les médiateurs de I'inflammation. Cette réaction aide a développer une

protection spécifique aux agents pathogénes (Ahmed et al., 2007 ; Sick et al., 1998 ; Sick et al.,2000).

V.2. Immunité spécifique :
V.2.1.Immunité active :
o Immunité & médiation cellulaire :

L'immunité a médiation cellulaire (CMI) est une immunité adaptative spécifique médiée par les
lymphocytes T ; elle a été suggerée comme un facteur important pour le développement de la
protection chez les poulets vaccinés contre la NDV et contribue a la clairance virale (Cannon et
Russell, 1986 ; Ghumman et al., 1976 ; Marino et Hanson, 1987 ; Merz et al., 1981 ; Perey et al., 1975
; Sharma, 1999).

Les sous-ensembles des lymphocytes T, y compris les lymphocytes T auxiliaires T CD4+ sécrétant des
cytokines et les lymphocytes T cytotoxiques CD8+ (CTL), constituent les principales cellules de la
réponse CMI.
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Une stimulation a médiation cellulaire suite a une infection par le NDV est détectée 2 a 3 jours

apres l'infection (Ghumman et al., 1976).

. Immunité humorale :

Elle est due a la production d’anticorps protecteurs par les lymphocytes B mesurés in vitro par
séro-neutralisation (ELISA) du virus ou par Inhibition de I’Hémagglutination (HI test), observée apres
I'apparition de l'infection.

Les anticorps sont dépistés dans le sérum 6 a 10 jours apres I’infection ; la réponse maximale
est de 3 & 4 semaines ; les anticorps peuvent étre dépistés durant un an lors d’infection par des souches
mésogenes (Cannon et Russell, 1986 ; Ghumman et al., 1976 ; Marino et Hanson, 1987 ; Merz et al.,
1981 ; Perey et al., 1975 ; Sharma, 1999).

V.2.2. Immunité passive :

Les anticorps maternels transmis aux embryons par le jaune d'ceuf peuvent étre protecteurs en
fonction de la quantité d'anticorps transférés, de la dose et de la virulence du virus d'épreuve. S'ils sont
présents au moment de la vaccination avec un vaccin vivant, les anticorps maternels peuvent neutraliser
le vaccin vivant et entrainer des échecs vaccinaux (Umino et al., 1987). Les niveaux d'anticorps chez
les poussins d'un jour sont directement liés aux titres chez le parent. En moyenne, la quantité
d'anticorps anti-HI diminue de moitié tous les 4 a 5 jours, selon la race. Chez les poulets de chair, les

anticorps maternels sont détectables jusqu'a I'age de 7 a 10 jours (Umino et al., 1987).

VI.  Epidémiologie :
VI.1. Schéma épidémiologique :

L’utilisation répandue a travers le monde de vaccins de NDV chez les volailles
commercialisées rend difficile 1’évaluation de la véritable distribution géographique de la ND.

Il est généralement admis que le NDV virulent est enzootique (évoluant en fonction de la
virulence des souches, de leur tropisme d’espeéce et de tissus, ainsi que des statuts immunitaires
naturels ou vaccinaux de 1’avifaune sauvage ou domestique) ou est la cause d’épizooties réguliéres de
la volaille dans la majeure partie de 1I’Afrique, de 1’Asie, de I’Amérique centrale et dans certaines
régions d’Amérique du Sud. Dans des régions plus développées, telles que 1’Ouest de 1I’Europe, des

épizooties sporadiques surgissent de fagcon réguliére, malgré 1’'usage répandu de la vaccination (Figure
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3). L’OIE (2007) répertorie seulement cinq pays dans lesquels la maladie n’est jamais survenue :
Guyane francaise, Guyane, Nouvelle Calédonie, Samoa et Vanuatu (Capua et Alexander, 2013).

L’ Algérie a connu 3 épizooties : en 1997, 2002 et 2014 (OIE, 2018).
WOAHDOIEQ 2018

Goen 18y
L Aucuietinfo rmation
Jamiais ¢onstatée
- Maladie absente
[] Maladie suspectee
- Infection/infestation
[T Maladie présente

[ Maladie limitée a une ou plusieursiZones .
PR s - - I 3 §
B Infection/inféstationsimiteéealine.ou plusieurs,zones
—— e
r-Evénernems en cours

Figure 3 : Carte représentant la distribution mondiale de la NDV durant I’année 2014 (OIE, 2018)

VI.2. Especes atteintes :
En 1998, Kaleta et Baldauf ont conclu qu’outre les espéces aviaires domestiques, 1’infection
naturelle ou expérimentale par le NDV avait été démontrée chez au moins 241 espéces appartenant a
27 des 50 ordres d’oiseaux. Il est fort probable que toutes les especes d’oiseaux soient sensibles a

I’infection (Capua et Alexander, 2013).

= Qiseaux de basse-cour :

Les souches virulentes de NDV ont été isolées a partir de tous les types de volailles
commerciales, allant des pigeons aux autruches. Les volailles issues de ’agriculture marginale peuvent
¢galement jouer un role dans 1’épidémiologie de la ND. Par exemple, les cogs de combat furent
impliqués, en plusieurs occasions, dans les épizooties de ND aux Etats-Unis. La présence répandue de
ND chez les cogs de combat, ainsi que la mobilité et la valeur de tels oiseaux, ont non seulement posé
des problémes considérables de contréle, mais ont également entrainé la contamination de 21 fermes
commerciales d’ceufs de consommation ainsi que 1’abattage de 3 millions d’oiseaux (Kinde et al.,
2003). Les facteurs de risque les plus élevés pour les volailles commerciales infectées sont les

employés de fermes et la proximité d’oiseaux de basse-cour infectes.
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. Oiseaux sauvages :

Les isolats de NDV ont souvent été obtenus a partir d’oiseaux sauvages, en particulier des
oiseaux d’eau migrateurs sauvages et d’autres oiseaux aquatiques. La plupart de ces isolats étaient de
faible virulence pour les poulets et partageaient les caractéristiques des virus lentogénes a tropisme
intestinal. Des virus virulents ont parfois été détectés chez les oiseaux sauvages, mais il s’agissait
d’oiseaux retrouvés morts a proximité de volailles infectées. Les épizooties les plus importantes de
NDV chez les oiseaux sauvages ont été rapportées en Amérique du Nord chez les cormorans a double
créte (Phalacro coraxauritus) et au Canada dans les années 1990 (Wobeser et al., 1993). La maladie
réapparut en 1992 chez les cormorans dans le Nord du Midwest des Etats-Unis, ou elle se répandit aux
dindes domestiques (Mixson et Pearson, 1992). La maladie fut de nouveau observée chez les
cormorans a double créte, en 1995 au Canada et en 1997 en Californie. Dans les deux cas, le NDV fut
isolé a partir d’oiseaux morts (Kuiken, 1998). Les analyses antigéniques et génétiques des virus isolés
a partir des cormorans ont suggéré que ces virus étaient trés étroitement liés, malgré 1’éloignement
géographique des hétes. Puisque ces épizooties touchaient des oiseaux qui suivaient des voies
migratoires différentes, il est fort probable que I’infection ait eu lieu sur un site d’hivernation commun,
situé dans le sud des Etats-Unis ou en Amérique centrale.

Il est intéressant de noter que les oiseaux sauvages ont été¢ impliqués dans I’introduction de
NDV virulent chez la volaille lors de nombreuses épizooties ayant eu lieu durant ces dernieres années.
Par exemple, en 2005, la réémergence chez les faisans d’un virus génétiquement trés proche, en
Grande-Bretagne et en France, ainsi que la présence d’un lac a proximité immédiate de 1’élevage
francais (Loire-Atlantique), ont donné naissance aux spéculations selon lesquelles ce virus pourrait

s’étre installé en Europe chez certaines espéces d’oiseaux sauvages (Aldous et al., 2007).

. Oiseaux de voliére et de compagnie :
Les isolats de NDV virulent ont souvent été obtenus a partir d’oiseaux de volic¢re (Senne et al.,
1983). Panigrahy et al (1993) ont décrit des épizooties sévéres de ND survenues chez des oiseaux de
compagnie, en 1991, dans six états des Etats-Unis. Les introductions de virus avaient été attribuées aux
importations illégales. Dans le cas des psittacidés, la preuve que les oiseaux infectés excretent le NDV
virulent par intermittence, pendant des périodes extrémement longues et parfois plus d’un an, a été une
avancée importante (Erickson et al., 1977), mettant ainsi 1’accent sur le r6le que ces oiseaux pourraient

avoir dans I’introduction du NDV dans un pays ou dans une région.
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. Pigeons voyageurs et pigeons d’ornement :

A la fin des années 1970, une souche de NDV est apparue chez les pigeons. Elle présentait
certaines différences antigéniques par rapport aux souches classiques. Cette souche, dite PPMV-1,
apparut probablement au Moyen-Orient. En Europe, elle fut signalée pour la premiere la fois en Italie
en 1981 (Biancifiori et Fioroni, 1983). Elle engendra par la suite une veéritable panzootie, se répandant
a travers le monde entier, chez les pigeons voyageurs ainsi que les pigeons d’ornement (Aldous et al.,
2004). La maladie est reconnue chez les pigeons depuis plus de 25 ans, mais semble encore demeurer
enzootique chez les pigeons voyageurs de nombreux pays, tout en se propageant couramment aux

pigeons sauvages et aux colombes et menacant constamment la volaille

VI1.3. Résistance :

Le virus est tres résistant et persiste longuement dans les locaux d’élevage, sur le matériel et les
ceufs contaminés, d’ou 1I’énorme danger potentiel des importations non contrlées (8 mois sur la
coquille des ceufs, 5-6 mois sur les carcasses réfrigérées, 2-3 mois dans les litieres, 1 mois dans le
milieu extérieur, plus de 2 ans dans les carcasses congelées). En effet, bien qu’il s’agisse d’un virus
enveloppé, le NDV est relativement stable a 1’extérieur de 1’hote et peut survivre plusieurs jours, voire
des mois, en présence de matieres organiques, selon la température et ’humidité environnante. En
revanche, le PMV1 est sensible a tous les désinfectants usuels (en fumigation, trempage et
pulvérisation). Le chauffage en vient aussi facilement a bout, en 15 minutes a 60°C (Guérin et al.,
2016).

V1.4, Transmission :
Les oiseaux malades sont contagieux par tous leurs tissus ou organes, excrétions et sécrétions.
Les virus sont déja excrétés 24 & 48 heures avant les premiéres manifestations de la maladie et jusqu’a
2 mois apres guérison. Les porteurs sains potentiels sont innombrables. Un test [HA négatif n’exclut
pas I’excrétion virale chez des sujets naturellement peu sensibles (palmipedes). Certains mammiferes,
tels que les rongeurs, le chat, le chien et I’homme, peuvent héberger le virus et I’excréter pendant

quelques jours en plus de leur role de vecteur passif.
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e Transmission horizontale :

L’infection peut se faire par inhalation du virus, par ingestion (Alexander, 1988) ou par contact
avec les muqueuses, en particulier la conjonctive. La transmission d’un oiseau a 1’autre dépend donc
de la disponibilité du virus sous forme infectieuse chez I’oiseau infecté. L’excrétion de virus dépend
des organes dans lesquels celui-ci se multiplie : les oiseaux présentant une affection respiratoire
dispersent les virus dans des aérosols de mucus.

Les virus se limitant principalement a une multiplication intestinale peuvent étre transmis par
ingestion de matiéres fécales contaminées, soit directement, soit par de la nourriture ou de 1’eau
contaminée. lls peuvent également étre transmis par le biais de petites particules contaminantes
produites a partir des matiéres fécales seches ; ces particules peuvent étre inhalées et affecter les
mugqueuses.

Le mode de transmission du virus dépend de nombreux facteurs environnementaux. Au sein
d’une communauté d’oiseaux maintenus a une forte densité telle que dans un élevage intensif, les virus
transmis par voie respiratoire peuvent se répandre a une vitesse alarmante. Les virus excrétés dans les
matieres fécales peuvent se répandre extrémement lentement, surtout si les oiseaux ne sont pas en

contact direct les uns avec les autres, par exemple chez les poules pondeuses en cage.

e Transmission verticale :

L’importance de la transmission verticale des NDV n’est pas claire, notamment celle des virus
virulents provoquant généralement I’arrét de la ponte chez les oiseaux sensibles & la maladie. Certaines
sources rapportent avoir isolé un virus vaccinal a partir d’ceufs pondus par des oiseaux infectés
(Pospisil et al., 1991). Capua et al. (1993) furent en mesure d’isoler du NDV virulent a partir de frottis
cloacaux prélevés sur des oiseaux présentant des titres élevés d’anticorps anti-NDV, ainsi que sur les
ceufs pondus par ces oiseaux et sur leurs progénitures (Capua et Alexander, 2013).

La contamination de I’ceuf a couver tue I’embryon et n'aboutit pas a une éclosion de ’ceuf. En
revanche, les virus présents sur la coquille contaminent les poussins dés 1’éclosion (contamination

pseudo-verticale) (Guérin et al., 2016).

VI.5. Propagation :
L’introduction initiale chez les populations de volaille domestiques pourrait survenir par
contact direct ou indirect avec les oiseaux sauvages qui constituent un des réservoirs de faible

virulence de la NDV (Alexander, 2001 ; Westbury, 2001). Du NDV virulent a également été généré

13



! Partie bibliographique

par voie expérimentale a partir de virus de faible virulence apres passage chez le poulet (Shengging et
al., 2002).

Aprés introduction dans un élevage avicole, la propagation secondaire se ferait selon différents
modes, tels que le déplacement des oiseaux vivants, le contact avec d’autres animaux, la circulation
des personnes et des équipements. Ce mode de transmission explique pourquoi un épisode de MN peut
rapidement évoluer en épidémie (Meulemans et al., 2015).La propagation peut également se faire par
la circulation des produits avicoles, la propagation dans 1’air, la contamination des aliments pour
volailles, la contamination de 1’eau. Un phénoméne de plus grande importance serait 1’excrétion
démontrée de virus virulent par les oiseaux vaccinés et cliniguement normaux, suite a un stress
(Alexander et al., 1999 ; Guittet et al., 1993 ; Parede et Young, 1990).

VII. Etude clinique :

Lors de I'investigation des foyers suspects, il est essentiel de recueillir le détail des antécédents
cliniques et des observations effectuées sur le terrain. Les informations doivent inclure 1’apparition et
le type des signes cliniques, la mortalité et la morbidité, I’age et 1’espéce des oiseaux, ainsi que les

procédures de gestion comprenant 1’historique de la vaccination (Capua et Alexander, 2013).

VIL1.  Symptomes :

Les signes cliniques dépendent de la pathogénie. Celle-ci résulte d'une interaction complexe
entre de nombreux facteurs déterminés, d'une part, par les caractéristiques biologiques, biochimiques
et génétiques de la souche virale infectante, et, d'autre part, par I’espéce infectée, 1’age et 1’état de
productivité ou de santé de I’hote, notamment lorsqu’il y a co-infection avec d’autres virus, bactéries
ou parasites (Meulemans, 2015).

Les manifestations cliniques de cette maladie sont tres variables et aucun signe ni lésion ne
peut étre considéré comme étant pathognomonique (McFerran et McCracken, 1988). Les principales
preuves concernant les aspects cliniques de ’infection par les APMV-1 ont été obtenues chez les
volailles et notamment les poulets.

Par ailleurs, la vaccination contre I’infection causée par le virus de la MN est menée a I’échelle
mondiale. Les signes cliniques peuvent donc varier selon le degré d’immunité envers le virus, laquelle
peut étre acquise passivement par 1’intermédiaire des anticorps maternels ou induite activement par le

biais de la vaccination.
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VII.1.1. Formes cliniques chez les poulets :
On peut distinguer classiquement 4 formes cliniques qui peuvent coexister (Gueérin et al., 2016) :
1. Formes suraiqués : Atteinte générale grave, mortalité brutale survenant en 1 a 2 jours sur plus de
90% des effectifs.

2. Formes aigués : La MN vélogéne est une affection aigué, atteignant les oiseaux de tous ages et de

toutes catégories (Capua et Alexander, 2013).

Tout d’abord apparaissent des signes généraux : abattement, plumage ébouriffé, avec souvent
cedéme, cyanose ou hémorragie des caroncules, crétes et barbillons. Puis surviennent, de fagon
associée ou non, des signes digestifs (diarrhée verdatre a hémorragique), respiratoires (catarrhe oculo-
nasal, trachéique et bronchique, entrainant une dyspnée importante) et nerveux (convulsions, ataxie,
paralysie d’un ou plusieurs membres). Au bout de quelques jours, la maladie évolue vers la mort ou
une longue convalescence, associée a des séquelles nerveuses (paralysies, torticolis) et des chutes
importantes de ponte sur les femelles en production. Les ceufs sont souvent malformés, avec des
coquilles minces et un albumen aqueux.

Pour ces deux formes vélogenes, les taux de mortalité des oiseaux pleinement sensibles atteignent
90-100%. Certains virus vélogénes provoquent une maladie moins grave chez les dindes que chez les
poulets (Capua et Alexander, 2013).

La plupart des virus dits mésogenes ne sont pas d’origine sauvage. Il s’agit plutét de virus
vélogenes ayant été atténué par diverses techniques de laboratoire. Il existe des preuves démontrant
que ces virus peuvent réintégrer le phénotype virulent apres un passage sur poulets. Les manifestations
cliniques d’une infection par des virus mésogenes dépendent beaucoup de I’age des animaux infectés.
Chez les jeunes oiseaux, la morbidité au sein d’un troupeau peut atteindre 100%, alors que chez les
poulets adultes en bonne santé, elle se situe entre 5% et, exceptionnellement, 50%. Les principaux
signes cliniques de I’infection par un virus mésogéne sont une baisse de la production d’ceufs, des
ceufs de mauvaise qualité (sans coquille ou a coquille décolorée), ainsi qu’une diminution de la
consommation de nourriture (Capua et Alexander, 2013).

3. Formes subaigués et chroniques : Elles correspondent a 1’étalement dans le temps des formes

aigués, avec le plus souvent exacerbation des signes respiratoires. Il existe également des
complications (mycoplasmose, colibacillose, pasteurellose). On observe une chute de ponte chez les
pondeuses. Plus rarement, apparaissent diarrhée et paralysie.

4. Formes inapparentes : L’existence de formes asymptomatiques, inapparentes, est certainement bien

plus fréquente que 1’on pourrait le supposer.
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Le tableau 2 nous donne un apercu géneral des symptdmes prédominants visibles lors d’atteinte des 4

formes de Newcastle :

Tableau 2 : Pathologie observée chez la volaille lors d’une infection par le Newcastle Disease Virus
(Version modifiée des travaux de Beard et Hanson, 1984) (Capua et Alexander, 2013)

A Pathogénicite
Symptomes — .
] Vélogene o . Asymptomatique
dominants _ Mésogene Lentogene )
Viscérotrope | Neurotrope Entérotrope

Diarrhée +++ - - - -
Détresse respiratoire - +++ ++ (+) -
Syndromes CNS (++) +++ (++) - -
Chute de ponte +++ +++ ++ (+) -
Morbidité +++ +++ ++ (+) -
Mortalité +++ ++ ++ (+) -

Sévérité des symptdmes observés : +++ : fort ; ++ : intermédiaire ; + : Iéger ; - absent ; les signes observés uniquement
chez les jeunes animaux sont indiqués entre parenthéses. CNS : systeme nerveux central

VIL.2.  Lésions macroscopiques :

De méme que pour les signes cliniques, les Iésions macroscopiques et les organes atteints des
oiseaux infectés par le virus MN dépendent du pathotype du virus en cause, de 1’hote et de tous autres
facteurs déterminant la gravité de la maladie. Aucune lésion pathognomonique n’est associée a une
variante particuliére de la maladie. Les Iésions macroscopiques peuvent également étre inexistantes.
Suite a une atteinte par le virus MN virulent, les cadavres d’oiseaux sont généralement d’aspect
fiévreux et déshydraté. Dans les formes aigué€s de I’infection causée par ces virus, des hémorragies
diffuses peuvent étre les seules Iésions manifestes. Les Iésions hémorragiques (pétéchies et petites
ecchymoses) associées a une infection par du virus MN virulent se situent souvent sur I’intestin,
majoritairement au niveau de la muqueuse du proventricule, du cecum et de I’intestin. Des foyers
nécrotiques sont parfois observes sur le pancréas. La rate, les plaques de Peyer, les amygdales ceacales
et d’autres formations lymphoides, situées principalement sur la paroi intestinale, sont
considérablement atteintes, d’ou le terme viscérotrope attribué¢ a cette forme de MN. Ces zones
deviennent progressivement cedémateuses, hémorragiques, nécrotiques et ulcéreuses. Chez les poulets
morts de vvND (very virulent Newcastle Disease), les zones lymphoides peuvent parfois étre
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observées sans ouverture des intestins. Les ovaires peuvent devenir cedémateux, hémorragiques ou
dégénérescents. Chez les pondeuses, on observe fréquemment une péritonite avec ponte abdominale
causée par la vwND ; les poules convalescentes pondent généralement des ceufs rugueux et malformés.

Les lésions macroscopiques ne sont géneéralement pas presentes dans le systéeme nerveux
central des oiseaux infectés par le virus, indépendamment du pathotype et de I’espéce.

Si la maladie se manifeste dans les voies respiratoires, les modifications macroscopiques
consistent principalement en une hémorragie de la muqueuse et une congestion importante de la
trachée et des poumons. L’aérosacculite peut étre observée, méme apres infection par des souches de
faible virulence, et favorise une infection bactérienne secondaire accompagnée d’un épaississement

des sacs aériens et d’exsudats catarrhaux et caséeux (Capua et Alexander, 2013).

VIIl.  Diagnostic :

VIII.1. Diagnostic clinique :
Les signes cliniques, les lésions et le contexte épidémiologique général permettent de suspecter
la ND. Cependant, le diagnostic doit toujours étre confirmé par isolement et analyses de laboratoire
(Meulemans et al., 2016).

VII1.2. Diagnostic expérimental :
Plusieurs techniques de diagnostic ont été mises en évidence pour la détection de NDV ; on
distingue :
VIII.2.1. Technigues de diagnostic directes :
e Histopathologie :
Garside (1965) et Mayor (1968) pensent que I’histopathologie peut, par sa rapidité et sa précision
relative, constituer un atout précieux pour le diagnostic expérimental et différentiel avec les différentes
pathologies aviaires.
En effet, la ND provoque des lésions macroscopiques et microscopiques irréversibles qui touchent
les organes cibles, entre autres :
e Inclusions intracytoplasmiques dans les cellules de 1’épithélium trachéal.
e Lésions d’encéphalite avec dégénérescence et infiltration lymphocytaires.
e Pancréatite interstitielle.
e Thrombose des petits vaisseaux, nécrose des cellules endothéliales des vaisseaux.
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e Hyperplasie des cellules réticulo-histiocytaires.
e Lésions dégénératives de la zone médullaire de la bourse de Fabricius.

e Atrésie des follicules ovariens.

e Isolement viral :

L’isolement du virus s’effectue pour déterminer une infection active selon le protocole établi
par I'OIE et selon les normes européennes (OIE, 2008 ; UE). Il peut étre réalisé sur ceufs de poule
embryonnés ou sur culture cellulaire.

L'isolement et l'identification du virus de la MN provenant d'échantillons d'écouvillonnages
trachéaux ou cloacaux, de matieres fécales et d'organes internes constituent la méthode standard de
diagnostic par excellence. Pour isoler le virus, on doit prélever des échantillons sur plusieurs oiseaux et
les envoyer au laboratoire, car il n'est pas rare que plusieurs échantillons ne produisent pas de virus.

A la fin de la période d'incubation, le liquide allantoidien de tous les ceufs est soumis a des épreuves
de dépistage d'activité hémagglutinine. Tous les agents hémagglutinines doivent étre soumis aux
épreuves de détection d'une inhibition particuliére avec un antisérum mono-spécifique préparé contre le
virus de laMN (NDV). Les APVM-1 peuvent présenter certaines relations croisées du caractére
antigéne avec d'autres sérotypes du paramyxovirus aviaire, en particulier 'APMV-3 et 'APMV-7
(Meulemans et al., 2016).

< Evaluation du pouvoir pathogéne des virus isolés :

Le pouvoir pathogene de tout virus APMV-1 isolé doit nécessairement étre évalué soit par un test in
vivo, soit par un test in vitro. L’Union européenne a rendu le test in vivo de pathogeénicité par voie
intracérébrale (intracérébral pathogenicity index ou IPIC) obligatoire. Il consiste a inoculer par cette
voie des poussins EOPS (Poulet Exempt d’Antigéne Pathogene) &gés d'un jour et a les observer
pendant 8 jours. Toute souche dont I’IPIC est supérieur a 0,7 est considérée comme pathogeéne (tableau
3). Le séquengage du site de clivage de la protéine F et la démonstration de la présence d’une séquence
spécifique des souches mésogenes et vélogenes est une technique in vitro également reconnue par
I’Union européenne pour démontrer le caractére pathogéne ou non d’une souche virale (Meulemans et
al., 2016).
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Tableau 3 : Subdivisions des groupes pathotypes selon les méthodes in vivo ou in vitro visant a
caractériser les souches de paramyxovirus aviaire typel.

Pathogénicité
Methodes
Vélogene Mésogene Lentogene
IPIC >1,5 [1.5-0.7] <0.7
IPIV >2.5 <2,5 <2,5
MDT <60h [60h-90h] >90h

IPIC : L’indice de pathogénicité intracérébrale est calculé aprés infection intracérébrale de poussins d’un jour ;
un score (0 : normal ; 1 : malade ; 2 : mort) est attribué a chaque poussin quotidiennement durant huit jours.
IPIV : lindice de pathogénicité intraveineuse est calculé de la méme maniere que [I'IPIC mais chez des volailles
infectées par voie intraveineuse a [’age de six semaines.

MDT (Mean Death time) : Délai correspond a la durée moyenne, nécessaire pour obtenir la mort de tous les
embryons des ceufs inoculés.

e Cultures cellulaires :

Les souches de virus de la maladie de Newcastle peuvent se multiplier dans une large gamme
de cultures cellulaires d’origine aviaire ou non aviaire. Les cultures cellulaires les plus largement
utilisées incluent les hépatocytes d’embryons de poulet (HEP), les fibroblastes d’embryons de poulet
(FEP), les cellules rénales de singe vervet d’Afrique (Véro) et les cellules de réticulum d’embryon de
poulet (CER). La croissance virale entraine généralement des altérations du tapis cellulaire. Ce
phénomeéne est connu sous le nom d’effet cytopathique (ECP). Du fait de certaines propriétés du virus
ND, la multiplication virale provoque une perturbation du tapis cellulaire par la formation de
syncytiums. Il s’agit de grandes cellules plurinucléées résultant de la fusion de plusieurs cellules.
Certaines souches de paramyxovirus de type 1du pigeon (PP-MV-1) sont difficiles a isoler sur ceufs de
poule embryonnés, mais se développent bien sur HEP. Le titre viral obtenu sur culture cellulaire est
généralement tres bas. Il est donc nécessaire d’effectuer un passage des isolats sur ceufs de poule

embryonnés avant de caractériser le virus (Capua et Alexander, 2013).

e Diagnostic moléculaire :
Au cours de la derniere décennie, de nombreux protocoles ont été publiés concernant la
détection par RT-PCR du paramyxovirus aviaire de type 1. Une revue technique decrivant les
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protocoles conventionnels de RT-PCR en point final a été présentée par Aldous et al.(2001). Plus
récemment, des protocoles de PCR en temps réel (rPCR) ont été publiés, utilisant des sondes
hydrolytiques, Sybr Green ou des amorces LUX (Wise et al., 2004 ; Pham et al., 2005 ; Antal et al.,
2007).

VII1.2.2. Techniques de diagnostic indirectes :

Le diagnostic sérologique des infections &8 APMV-1 est effectué pour la recherche des anticorps
spécifiques par le test d'inhibition de I'némagglutination. Chez les volailles non vaccinées et indemnes
d'infection, les titres sérologiques sont inférieurs a 1/8 lorsque la réaction est effectuée avec 4 unités
virales hémagglutinantes. Des titres plus élevés signifient que les volailles ont été vaccinées ou
infectées. Cependant, chez les psittacidés et les oiseaux de voliere, la réponse sérologique a l'infection
par les APMV-1 est extrémement variable et I'absence d'anticorps n'indique pas nécessairement

I'absence d’infection (Meulemans et al., 2016).

VII1.3. Diagnostic différentiel :
Le diagnostic différentiel pour les signes nerveux (SNC) concerne l'encéphalomyélite aviaire
(EA), la maladie de Marek, le choléra aviaire, les empoisonnements (métaux lourds), les intoxications,
le botulisme et une carence en vitamine E et en sélénium.
Le diagnostic différentiel pour les signes respiratoires concerne la bronchite infectieuse (BI), la
laryngotrachéite infectieuse (LTI), lI'influenza aviaire (1A), le coryza, la mycoplasmose, I'aspergillose,

la rhinotrachéite du dindon, la psittacose et une forme diphtérique de la variole aviaire.

IX.  Prophylaxie :
La prévention de la ND repose sur des mesures complémentaires d'hygiéne et de prophylaxie
médicale. L’objectif des différentes stratégies de prévention est, d’une part, d’empécher 1’infection des
oiseaux sensibles, et, d’autre part, de réduire le nombre d’oiseaux sensibles par la vaccination

(Meulemans, 2015).

IX.1. Prophylaxie sanitaire :
La biosécurité et I’hygiene sont considérées comme les premieres lignes de protection contre
I’introduction de la MN. Les controles d’importations de volailles vivantes ou des carcasses se

justifient pour les régions ou pays indemnes, assortis de quarantaine de 3 semaines. Les examens
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sérologiques et/ou virologiques sur les oiseaux de voliere importés sont nécessaires. Mais toutes ces
mesures restent aléatoires vu la grande capacité de diffusion du virus. Toutes les mesures classiques
d’hygiene, de nettoyage et de désinfection sont tout a fait d’actualité. Si un foyer infectieux apparait,
les seuls moyens de lutte efficaces sont I’abattage total des oiseaux (destruction des cadavres et des
ceufs qui seront conduits au centre d’équarrissage désigné), la désinfection des batiments et du matériel
d’¢élevage, la destruction des litiéres (incinération a chaux vive) et I’interdiction de la zone contaminée
pour éviter la propagation du virus par tous les vecteurs possibles. L’abattage total n’est concevable
qu’en zone d’endémie circonscrite. Il convient également de prévenir le contact direct et indirect des
volailles avec les oiseaux sauvages, tels que les pigeons et les oiseaux aquatiques. En raison des colts
qu’elles engendrent, les mesures de filtration d’air et de surpression visant a limiter I’entrée aérienne
de virus dans le poulailler sont essentiellement réservées aux élevages de haute valeur génétique et aux
parentales. Toutes ces mesures ne sont efficaces que si le diagnostic est rapide ; elles peuvent étre

mises en échec par la grande facilité de dispersion du virus (Guérin et al., 2016 ; Meulemans, 2015).

IX.2. Prophylaxie médicale :

Quoique la biosécurité puisse s’avérer suffisante, la vaccination est considérée comme une

précaution supplémentaire, en particulier dans les zones a haute densité de populations de volailles. En
effet, la vaccination de masse pratiquée en aviculture vise a limiter le risque d’infection des volailles et
a reduire la transmission virale, tout en prévenant les signes cliniques et la mortalité.
La politique de vaccination varie cependant selon la zone géographique (MN endémique ou non) ou la
perspective d’émergence d’'une MN endémique dans cette méme zone. Ainsi, dans les pays ou le NDV
est absent et constitue une menace épidémique, le but de la vaccination est d’assurer une protection
maximale contre la MN. Dans les pays ou le NDV est endémique, la vaccination visera une diminution
de la pression d’infection.

L'immunité vis-a-vis du virus de la MN résulte de la présence d'anticorps dirigés contre les
deux glycoprotéines virales, HN et F. Ces anticorps peuvent étre induits par la vaccination. Celle-ci
peut étre effectuée a l'aide de vaccins vivants, de vaccins inactivés ou de vaccins vectorisés. A I'heure
actuelle, seule [l'utilisation des souches lentogénes (Hitchner, La Sota, Ulster) est autorisée et les

souches mésogeénes sont considérées comme étant d’une virulence non acceptable (Meulemans, 2015).
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» Types de vaccins :

e Vaccins a virus vivants :

Différentes souches de virus, peu ou non pathogénes, sont utilisées : apathogénes (VG/GA ou
PHY LMV 42) ou lentogénes (Hitchner B1, La Sota, Clone 30).Ces souches sont cultivées sur ceufs de
poule embryonnés EOPS (exempts d’organismes pathogénes spécifiques) (Guérin et al., 2016) :

- La souche Hitchner B1 (HBI) peut provoquer d’éphéméres réactions vaccinales. Elle est

universellement utilisée en primo-vaccination ;

- La souche La Sota est lIégérement plus immunogéne que HB1. Elle peut entrainer des troubles
respiratoires sans consequences sur des animaux sains. On ne la prescrit qu’en rappel de HB1,
jamais en cours de ponte (Meulemans, 2015) ;

- Le Clone 30 de la souche La Sota est plus inoffensif et tout autant immunogéne ;

- La souche VG/GA est une souche vaccinale entérotrope, administrée dans 1’eau de boisson ou
en nébulisation, qui présente 1’intérét d’entrainer une bonne immunité, tout en évitant les

complications respiratoires.

e Vaccins a virus inactives :

Les souches vaccinales précitées peuvent également étre inactivées par différents procédés
physiques (chaleur, rayons UV) ou chimiques (traitement au formol, a I’éthyléneimine binaire ou a la
B-propiolactone) pour la production de vaccins inertes. Ces vaccins sont combinés avec des adjuvants
huileux pour former une émulsion et sont classiqguement utilisés en vaccination de rappel chez les
poules pondeuses et reproductrices, en combinaison avec d’autres valences (maladie de Gumboro,

bronchite infecticuse) avant I’entrée en ponte (Bermudez et al., 2003 ; Marangon et al., 2006).

e Nouvelles stratégies vaccinales :

Les vaccins actuellement commercialisés peuvent manquer d’efficacité et présenter certains
inconvénients d’utilisation. L’avénement des techniques de biologie moléculaire apporte non
seulement une amélioration mais aussi une innocuité au domaine de la vaccination.

Les vaccins vectorisés contenant un ou plusieurs génes du NDV sont des lors proposes comme
alternative, avec comme vecteurs le poxvirus aviaire (Fowl poxvirus) et le virus herpés de la dinde
(herpesvirus of turkey ou HVT). Ce type de vaccin présente I’avantage d’étre bivalent, puisqu’il induit

une immunité contre la maladie spécifique du géne inseré dans le vecteur mais également une
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immunité spécifique de la variole aviaire ou de la maladie de Marek dans le cas du vecteur fowlpox ou
HVT respectivement (Mast et al., 2006).

La vaccination selon les programmes actuels n’empéche ni I’infection des volailles vaccinées
ni I’excrétion de virus sauvage. Dans un contexte d’éradication de la MN, il est deés lors nécessaire de
développer un vaccin idéal capable de protéger les animaux de la maladie et d’inhiber la dispersion du
virus lors d’une infection, tout en limitant la charge de travail pour les éleveurs. Un vaccin inoculable
in ovo et peu sensible aux anticorps vitellins, comme les vaccins vectorisés, présente de ce fait un

avantage déterminant.
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W Objectif

e Objectifs :

La maladie de Newcastle figure dans la liste des maladies a déclaration obligatoire, c’est pour cela
que l’autorité vétérinaire sanitaire nationale investie dans la prophylaxie et le diagnostic de cette
maladie.

Dans un laboratoire, le diagnostic expérimental se fait dans deux cas :

- Soit lors de suspicion de la maladie ; dans ce cas, le but du diagnostic consiste en la détection

du virus (dans notre cas la détection du NDV).

- La deuxiéme éventualité, c’est lors d’un contréle vaccinal, pour évaluer la couverture

immunitaire de la volaille.

Le travail réalisé est divisé en deux parties:

> La premiere partie est une étude comparative entre les deux techniques sérologiques utilisées

dans le cadre du contréle vaccinal de la maladie de Newcastle. Cette étude a pour objectifs :

e D’apprécier I’état d’immunisation du cheptel avicole dans les 6 wilayas couvertes par le
laboratoire régional.

e D’¢évaluer Defficacité des tests utilisés pour le diagnostic (HI Test et ELISA).

e Et de comparer les résultats obtenus et trancher sur la technique idéale.

» La deuxieme partie est réalisée afin de confirmer les suspicions des vétérinaires praticiens par
rapport a 1’atteinte de la MN par des tests de laboratoire. Cette approche a comme buts de :

e Confirmer les signes et symptdmes cliniques observés sur les animaux suspects de NDV
par des analyses complémentaires complétées par un examen d’isolement du virus de
ces mémes animaux.

e Evaluer I’efficacité des tests utilisés pour le diagnostic (HI Test et ELISA).

e Mener une étude épidémiologique de la maladie dans la région couverte par le
Laboratoire Vétérinaire Régional de Draa Ben Khedda (Tizi-Ouzou) durant 1’année
2018.
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l. Lieu et durée de I’étude

Notre expérimentation effectuée dans le service de virologie du Laboratoire Vétérinaire Régional
(LVR) de Draa-Ben-Khedda s’est étalée sur une période de 12 mois, allant du 1 janvier au 31 décembre
2018 , durant laquelle nous avons analysé I’ensemble des prélévements aviaires regus des Six wilayas
du centre du pays couvertes par le laboratoire régional (Tizi-Ouzou, Bouira, Bejaia, Msila, Bordj-Bou-
Arreridj et Boumerdes).

1. Description du Laboratoire Régional de Draa-Ben-Khedda

Le laboratoire vétérinaire régional de Draa-Ben-Khedda fait partie d’un ensemble de dix (10)
laboratoires vétérinaires régionaux dépendant de 1’Institut National de Médecine Vétérinaire (INMV),
lequel est sous tutelle du Ministére de 1’agriculture, du développement rural et de la péche.

Il est situé a 11 km du chef-lieu de la wilaya de Tizi-Ouzou et a 90km de la capitale. Il est constitué
de cing (05) services : histopathologie, parasitologie, hygiéne alimentaire, bactériologie et
virologie/rage dans lequel notre travail a été effectué.

Ce laboratoire assure le controle des tests de laboratoire vétérinaire pour un zoning de six wilayas
qui sont : Bejaia, Bouira, Tizi-Ouzou, Msila, Bordj-Bou-Arreridj et Boumerdes.

Il a pour missions essentielles :

e L’appui technique, logistique et scientifique aux services VEtérinaires.

e Le diagnostic expérimental spécialisé des maladies animales et particulierement des maladies
réputées légalement contagieuses.

e |l réalise des enquétes épidémiologiques et participe a 1’établissement de la carte
épidémiologique nationale.

e |l assure, par des analyses de laboratoire et des expertises, le contr6le sanitaire des animaux ou
d’origine animale a I’importation et I’exportation.

e Et il contribue a la lutte contre les zoonoses, en liaison avec les institutions et organismes

concernés.

I11.  Population étudiée
Partie 1 :
L’étude réalisée dans le cadre du contr6le vaccinal a concerné 138 lots de volaille représentant une

moyenne de 940 échantillons, parvenus de six wilayas du centre du pays.
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Des tests sérologiques sont réalisés, afin d’estimer leur niveau de protection immunologique envers
la NDV, pour ce faire, nous avons utilisé deux techniques des plus utilisées qui sont I’inhibition de
I’hémagglutination (HI Test) et le test ELISA, pour évaluer chaque technique et faire une comparaison

entre elles.
NB : Un échantillon représentatif de chaque lot a été effectué en respectant le schéma suivant :

» Pour les adultes = 5 sujets

» Pour les poussins = 10 sujets

La majorité des élevages faisant I’objet de contrdle vaccinal au sein du LVR TO sont des élevages

étatiques. Un lot représente entre 2000 a 200.000 sujets.

Partie 2 :
En ce qui concerne la recherche de la maladie, 9 lots ont été suspectés d’étre atteints de la maladie
de Newcastle durant toute I’année 2018. Ces derniers ont subi des examens cliniques, lésionnels,

histologiques et différents tests de laboratoire afin de confirmer ou d’infirmer la maladie.

IV.  Matériels :
IV.1. De nécropsie :
Instruments habituellement utilisés lors de I’autopsie :
- Petits ciseaux (entérostomes).
- Costotome,
- Pinces fines.
- Couteaux.

- Bistouris.

IV.2. HIltest:
» Matériels biologiques :
- Antigénes de la ND (La Sota)
- Suspension d’hématies a 1% provenant de poulets sains
- Sérums a tester des prélevements.
> Matériel :
- Micropipettes réglables de 0 a 200 pl
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- Micropipettes multicanaux 25 pl
- Vortex

» Milieux et réactifs :
- Milieu PBS

i

Figure 4 : Matériels utilisé pour la réalisation de la technique d’HI
test (photo personnel LVR TO 2018)

IV.3. Matériels ELISA :
Le Kit utilisé appartient au laboratoire ID Vet ‘Newcastle Disease Indirect Conventional Vaccines’.
» Composants du kit :
- Microplaques sensibilisées avec 1’antigéne NDV purifié
- Controle positif
- Contr6le négatif
- Tampon de dilution 14
- Conjugué concentré (10x)
- Tampon de dilution 3
- Solution de lavage concentrée (20x)
- Solution de révélation
- Solution d’arrét (0,5 M)
» Matériels biologiques :

- Sérums a tester des prélévements
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> Matériels usuels :
- Lecteur ELISA ‘TECAN’
- Microplaque en V
- Micropipettes réglables 0 - 200 pul
- Micropipette multicanaux 0 — 300 pl
- Plaque d’agitation

Matériels utilisés pour la réalisation de la technique ELISA indirecte :

Figure 6 : Réactifs du kit ELISA ‘ID Figure 7 : Lecteur ELISA ‘TECAN ®’ et
vet®’ (Photo personnelle, LVR TO, ordinateur portable (Photo personnelle, LVR TO,
2018) 2018)
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IV.4. Isolement sur ceufs embryonnés :
> Matériels biologiques :
- (Eufs embryonneés de 9 & 11 jours (SPF)
- Suspension d’hématies a 1% provenant de poulets sains
- Organes lésés prélevés des animaux atteints
- Antigénes de la ND (La Sota)
- Sérum de référence de la ND

» Matériel usuel :
- Incubateur a ceufs

- Matériels de dissection

- Seringues de 1 et 5 ml a usage unique

Ist ’ o
r»;“'_n Zooprofilali’

- Mireuse }'c:‘:jfg/:éohv,'l

- Stomacher Ew"l‘d;",[

- Perceuse a ceufs »

- Paraffine Figure 8 : Sérum de référence de la ND
- Filtre 0,45 pm de porosité (Photo personnelle, LVR TO, 2018)

V. Méthodes :

Dans la premiére partie consacrée au contrble vaccinal (partie 1), nous avons utilisé les deux
techniques sérologiques (HI Test et Elisa). Dans la seconde partie, relative a la recherche de la
maladie de Newcastle sur des lots suspects (partie 2), toutes les méthodes utilisées seront décrites
(Figure 9).
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p
Reception et
identification du lot |, Sujets suspects de

la ND

Sacrifice et autopsie

l

Prélevements

Sujets sains :

controle vaccinal

Sang total Ecouvillon cloacale

Diagnostic indirect Diagnostic direct

HI Test ELISA Isolement sur ,oeufs
l l l l embryonnés

Figure 9 : Diagramme illustrant les différentes méthodes utilisées dans
chacune des études abordées
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VI.1. Neécropsie:

Le but de I’autopsie est de permettre d’établir un diagnostic en se basant sur des 1ésions
macroscopiques, ainsi que de prélever des échantillons pertinents pour des tests complémentaires qui
permettront de confirmer ou d’infirmer un diagnostic. Plusieurs techniques d’autopsie aviaire existent
et celle qui est proposée ici n’en est qu’une parmi d’autres.

Lorsque les oiseaux sont vivants, il est important d’observer leur comportement et leur
démarche avant de procéder a la saignée, en particulier si I’anamnése signale des problémes
locomoteurs. Les signes cliniques observés pourraient étre orientés vers ’examen d’un systéme en
particulier. Il est également utile de prélever du sang chez des oiseaux vivants pour la sérologie.

La ponction veineuse se fait habituellement au niveau de la veine allaire chez les oiseaux
adultes ou par la voie intracardiaque chez les jeunes. Il est également possible de récupérer le sang qui
s’écoule apres la saignée.

L’euthanasie des oiseaux est effectuée par saignée.

L’autopsie débute par le mouillage des plumes a 1’aide d’une solution désinfectante afin de
limiter les contaminations, puis les oiseaux sont placés en décubitus dorsal. Ceux-ci font tout d’abord
I’objet d’un examen externe attentif : conformation, plumage, présence de parasites, aspect de I’ombilic
(chez le poussin), inspection des yeux et des conjonctives. Une incision est pratiquée sur la face interne
des cuisses avec un couteau, puis il est procédé fermement a la dislocation de 1’articulation coxo-
fémorale en évitant de provoquer des artefacts par rupture de la téte fémorale. Une incision est
pratiquée afin de relever la peau de ’abdomen et du bréchet. Les muscles sont examinés par une
incision pour vérifier 1’aspect du muscle pectoral profond. La taille des muscles du bréchet sert
¢galement d’indicateur quant a 1’état d’embonpoint de 1’animal. L’ouverture de la paroi abdominale
permet d’explorer le foie, le septum post-hépatique et les intestins. A 1’aide d’un couteau et d’un
costotome, les muscles sont incisés et les cotes, I’os coracoide et la clavicule sont coupés d’un coté, ce
qui permet de récliner le bréchet pour découvrir la cavité ceelomique en entier. Sont examinés par la
suite le sac péricardique et les sacs aériens. Le coeur est examiné in situ puis détaché et ouvert par
incision pour examiner les différentes cavités cardiaques. Un examen visuel des poumons est réalisé :
ils sont normalement de couleur rose saumon et plutdt sec. Ils sont par la suite décollés doucement des
cotes, sectionnés au niveau médian et enlevés de la cavité. Un prélévement est réalisé pour examen
histologique et, si nécessaire, pour d’autres tests diagnostiques (test d’isolement s’il contient des
Iésions). Le foie est d’abord examiné, puis, une fois le septum post-hépatique incise (ou parfois

déchire), le foie et les estomacs sont réclinés sur le coté droit de 1’oiseau afin d’exposer la rate. Chez
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I’oisillon, le sac vitellin est examiné, puis enlevé délicatement pour ne pas le rompre et déposé a
I’extérieur de la carcasse pour en examiner le contenu. Le mésentére est détaché de fagcon a permettre
I’examen des intestins sur toute leur longueur tout en les laissant fermés. Lors d’une suspicion
d’entérite (intestins dilatés, congestionnés ou de couleur anormale), les intestins ne sont ouverts qu’a la
fin de I’autopsie, ceci afin d’éviter de contaminer les autres organes. Lorsque 1’entérite est évidente, les
segments intestinaux sont extériorisés et des segments sont prélevés. Certains sont conservés dans du
formol, tandis que d’autres sont congelés le plus tét possible (pour isolement et test histologique) afin
d’éviter les modifications dues a 1’autolyse ainsi que la prolifération bactérienne post mortem qui
survient rapidement. Les reins sont ensuite examinés. Lorsque I’anamnése a signalé une paralysie des
pattes, plus particuliérement chez le poulet, il est procédé a I’examen des plexus sciatiques situés sous
les reins (pour le diagnostic différentiel avec la maladie de Marek). Chez les oiseaux adultes, il est
procédé a I’examen des testicules ou de 1’appareil génital de la poule.

Par la suite, la portion maxillaire du bec est incisée transversalement juste a ’avant des yeux
pour examiner la cavité nasale. Les sinus sous-orbitaires sont ouverts a partir de la cavité nasale avec
des ciseaux stériles pour en évaluer le contenu et pour écouvillonnage s’ils contiennent un exsudat. Puis
I’cesophage est ouvert a partir de la commissure du bec en coupant a travers la peau jusqu’au jabot.

L’intérieur de la bouche et I’aspect de la muqueuse cesophagienne sont examinés et des
prélevements sont réalisés si des Iésions sont apparentes. La trachée est séparée de 1’cesophage en
déchirant les tissus conjonctifs laches qui les relient. La trachée est ouverte a partir du larynx jusqu’a la
bifurcation des bronches, tout en évaluant son contenu et I’aspect de sa muqueuse ; un prélévement
d’une section pour examen histologique et pour isolement est également réalisé. Dans le cas d’un jeune
oiseau, la taille du thymus situé le long des jugulaires, dans le tissu sous-cutané du cou, est examinée,
et un prelévement est effectué si nécessaire. Par la suite, le proventricule et le gésier sont ouverts par
incision pour en évaluer le contenu et I’aspect de leur muqueuse.

Un prélevement d’une section longitudinale incluant les deux estomacs est effectué pour
examen histologique, ainsi qu’une section de l’anse duodénale avec le pancréas si des lésions
macroscopiques sont constatées. Une moiti¢ du prélévement est conservée dans le formol et 1’autre
moitié conservee pour d’autres tests diagnostiques éventuels. L’examen de la bourse cloacale située
dorsalement a la jonction entre le rectum et le cloaque est également réalise.

Par la suite, la téte est séparée du cou puis la peau de la téte est réclinée vers I’avant.

La boite cranienne est défaite avec des pinces ou des ciseaux en commencant au niveau du

foramen magnum pour examiner le cerveau in situ. Ce dernier est enlevé délicatement et coupé
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longitudinalement en deux parties, I’une est placée dans du formol et I'autre utilisée pour d’autres tests

diagnostiques éventuels.

Figure 10 : Examen ante Figure 11 : Mise en décubitus dorsal et
mortem (Photo personnelle, LVR TO, désarticulation des membres postérieurs (Photo
2018). personnelle, LVR TO, 2018).

My

Figure 12 : Cavité Figure 13:Eviscération et inspection des organes
ccelomique exposé (Photo (Photo personnelle, LVR TO, 2018).
personnelle, LVR TO,
2018).
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VI.2. Technique d’inhibition de ’hémagglutination (HI Test) :

La technique permet de titrer les anticorps inhibant I’hémagglutination du virus de la maladie de
Newcastle. L’antigéne utilisé¢ est représenté par une souche lentogeéne dont le titre hémagglutinant est
préalablement déterminé. La technique est définie pour tester uniqguement les sérums aviaires.

e Principe:

L'Inhibition de I'agglutination est une technique d'immuno-hématologie permettant de mettre en
évidence un anticorps soluble présent dans un liquide biologique (sérum). La protéine hémagglutinine
(HN) du virus provoque I'agglutination des érythrocytes. La fixation spécifique de I'anticorps aux sites
antigéniques de la glycoprotéine HN entrave la liaison entre cette molécule et les récepteurs de
I'érythrocyte, inhibant ainsi I'hémagglutination. Dans le cadre du test HI, une quantité normalisée
d'antigene HN est mélangée a des sérums dilués en série ; des érythrocytes sont ajoutés afin de
déterminer la liaison spécifique de I'anticorps avec la molécule HN.

e Mode opératoire :

La technique se déroule en 3 étapes successives :

1. Titrage de l’activité hémagglutinante de 1’antigéne:

- Distribuer 25 pl de PBS dans les puits des 4 premieres microplaques (A, B, C et D).

- Déposer 25 ul d’antigéne dans le premier puits de la 1°® colonne de la microplaque.

- Puis faire une dilution de 2 en 2 jusqu'a la cupule finale et rejeter les derniers 25 pl.

- Effectuer le méme protocole pour les rangées B, C et D.

- Distribuer 25 pl d’hématies a 1% dans toutes les cupules des rangées A, B, C et D de la
microplague.

- Agiter la microplaque et mettre en incubation 30 minutes a 37°C.

Il faut avoir un titre de 4 UH = 1/64 ou 1/128

2. Ajustement de la solution virale & 4 UH et contrble de 1’ajustement :

- Diluer I’antigéne dans de I’eau physiologique stérile de maniére a obtenir 4 UH sous 25 pl.

- Distribuer 25 pl de PBS dans les cupules 1, 2, 3 et 4 des rangées A, B, C et D.

- Distribuer 25 pl de la solution contenant 4 UH dans les cupules Al, B1, C1, et D1.

- Faire des dilutions de 2 en 2 & partir de la 2°™ cupule et éliminer les derniers 25 pl.

- Puis, 25 pl de la suspension d’hématies a 1% sont ajoutés.

- Agiter la microplaque et mettre en incubation 30 mn a 37°C.

Lecture : Seules les cupules 1 et 2 des rangées A, B, C et D, correspondant respectivement a une

solution d’antigene diluée au Y4 et /2 doivent présenter une hémagglutination totale.
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3. Titrage des anticorps en présence de 4 UH du virus (HI test proprement dit) :

En premier lieu, 25 pl du milieu PBS sont distribués dans tous les puits de la microplaque de A a
H. Par la suite, 25 pl de sérum sont déposés dans le 1°" puits des rangées de A a F. A partir du 1¥ puits,
des dilutions de sérum de 2 en 2 sont faites jusqu'a la colonne 12. Puis, 25 ul de la solution d’antigéne
sont répartis dans toutes les cupules de la microplaque, sauf la rangée H du témoin d’hématies (témoin
négatif). La microplaque est incubée ensuite pendant 30 mn a température ambiante (figurel4).

Enfin, 25 pl de la suspension d’hématies a 1% sont distribués (figurel5). La microplaque est
incubée a température ambiante pendant 30 minutes. La rangée G est un témoin positif qui ne contient

que I’antigéne et les hématies.

e Lecture de la plaque :
Les cupules qui présentent une sédimentation totale des hématies correspondent a une inhibition
de I’hémagglutination,
Dans chaque rangée la dilution sérique la plus élevée entrainant une inhibition totale de
I’hémagglutination constitue le titre du sérum en question (figurel6).
Dans la rangée des témoins positifs, il y a eu une hémagglutination.
Dans la rangée des témoins négatifs, il y a eu un dépot d’hématies.
> Evaluation du contréle vaccinal et de la maladie de Newcastle selon les résultats de I’HI test
Selon I’OlE, le seuil de positivité est exprimé en fonction de 1’age de I’animal et du stade vaccinal.
Dans le cadre du contrdle vaccinal, les résultats sérologiques des sérums analysés par la réaction

d’inhibition de I’hémagglutination sont interprétés comme suit (tableau 4) :
Tableau 4 : Valeurs de dilution correspondant au titre d’anticorps (protocole OIE)

) A Immunité post-vaccinale o
Type d’élevage Négatif suffisante IPV satisfaisante IPV bonne
Poussins de 0a 30 j Yo [Va -1/64]
PCde30a60j
PFP30jal9s . 1/128 [1/256-1/512]
PD 19375 s [“ - 1/16] [1/32 - 1/64]
PP+de25s

PC : poulet de chair PFP : Poule future pondeuse, PD : poulette démarrée, PP : poule pondeuse, IPV : immunité
poste vaccinale

Remarque : pour les sérums qui ont une HI de plus de 1/1024, il peut s’agir soit de plusieurs

vaccinations, avec au moins un vaccin inactivé, ou d’un passage de virus sauvage et donc de maladie.
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Pour cela, lorsqu’il s’agit de suspicion, le diagnostic direct de la maladie n’est pas confirmé (étude

nécrosique ou technique d’isolement).

Echantillon positif
Ac spécifiques se
fixent aux virus

| eesse

Echantillon négatif
Ac speécifique absent

Inhibition de la fixation
des virus aux GR

&+ | 0000

Fixation des virus aux

VLY

Figure 15 : Schéma montrant 1’étape de mélange avec la suspension d’hématiesa 1% (Photo
personnelle, LVR TO, 2018)

Figure 16 : Etapes de lecture des résultats (LVR TO, 2018)
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VI.3. ELISA (Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay):
Le test ELISA permet de détecter et de quantifier les anticorps anti-NDV dans les sérums
aviaires. Plusieurs types d’ELISA sont disponibles, incluant I’ELISA indirecte qui est la technique
utilisée dans notre étude.

Le test ELISA a été réalisé selon le protocole décrit par le fournisseur (IDvet, NDV Indirect
Conventional vaccines)

e Principe :

- Les puits sont sensibilisés avec 1’antigéne NDV purifié.

- Les échantillons a tester et les contréles sont distribués dans les puits. Si les anticorps spécifiques de
NDV sont présents, ils forment un complexe antigene-anticorps.

- Un conjugué marqué a la peroxydase (HRP) est distribué dans les puits. Il se fixe aux anticorps anti-
NDV, formant un complexe antigene-anticorps-conjugué-HRP.

- Apres élimination du conjugué en excés par lavage, la réaction est révélée par une solution de
réveélation (TMB).

- La coloration qui en résulte est liée a la quantité d’anticorps spécifiques présents dans 1’échantillon a
tester.

- En présence d’anticorps dans 1’échantillon, il apparait une coloration bleue qui devient jaune aprés
blocage.

- EnI’absence d’anticorps dans 1’¢échantillon, il n’apparait pas de coloration.

e Mode opératoire :

Pour commencer, tous les réactifs sont placés sur une plaque d’agitation a température ambiante
(21°C % 5°C) avant I’emploi. Dans la plaque ELISA, 100 pl du contréle négatif sont ajoutés dans le
puits Al, 100 pl du contrdle positif dans le puits B1 et 100 pl de sérum dilué a 1/500 avec le tampon de
dilution 14, comme le montre la figure 18.
Aprés 30 mn d’incubation a température ambiante, la plaque ELISA est lavée 3 fois avec 30 pl de
solution de lavage 1x. Par la suite, 100 pl de solution de conjugué 1x est distribuée dans chaque puits.
Elle est incubée encore une fois & température ambiante pendant 30 mn. Un 2°™ lavage est effectué.
Ensuite, 100 ul de solution de réveélation sont répartis dans chaque puits. Laisser incuber 15 mn a
température ambiante a ’obscurité.

Enfin, 100 pl de solution d’arrét sont rajoutés dans chaque puits pour arréter la réaction.
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e Lecture:

- La lecture des résultats se fait grace a un lecteur ELISA associé¢ a un logiciel ‘Magellan™’
(figures 19 et 20).

- Elle est réalisée a une densité optique de 450 nm.

- Les valeurs de DO sont corrigées avec celles des témoins positifs et négatifs pour s’assurer de la
validité du test et converties en ratio "sample over positive” (S/P) selon les recommandations du
fabricant :

S DOg—DOcy

P DOp—DOcy
- DO cn : Densité optique du contréle négatif

- DO k. : Densité optique de I'échantillon

- DO cp: Densité optique du contréle positif

» Calcul du titre en anticorps :
S
Log,,(titre) = 1.00 xLog;, (F) + 3.520

Titre = 10L091o0 (titre)
Les résultats sont interpretes de la fagon suivante (Tableau N° 5) :

Tableau 5:Valeurs de S/P et titres d’anticorps des résultats positifs et négatifs au test ELISA (kit ELISA)

Valeur de S/P | Titre en anticorps ELISA | Statut immunitaire Newcastle
S/P<0,3 Titre < 993 Négatif
S/P>0,3 Titre > 993 Positif

S/P: sample-to-positive

Dans ce cas, les valeurs de S/P et de densité optique croissent avec des concentrations en anticorps plus
élevées.

1 2 3
Ajout du Ajout du Ajout du
Sérum conjugué substrat

P | SR

Figure 17 : Etapes de la technique ELISA indirecte (photo personnelle)
38




y Partie expérimentale : Matériels et méthodes

Figure 18 : Préparation des réactifs Figure 19 : Mise en place de la plaque
ELISA et des sérums (Photo personnelle, ELISA sur le lecteur ELISA (Photo
LVR TO, 2018) personnelle, LVR TO, 2018)
OTECAN.
Démarrer mesure =
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Figure 20 : Utilisation du logiciel ‘Magellan™ © et I’obtention de titrage d’anticorps de
chaque puit de la plaque (Photo personnelle, LVR TO, 2018)
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V1.4, Isolement sur ceufs embryonnés :

Lors de suspicion de la maladie de Newcastle dans une bande de volaille, il est nécessaire
d'essayer d'isoler le virus a partir d'oiseaux récemment morts ou morbides sacrifiés. Les échantillons
provenant de ces oiseaux sont des écouvillons oro-nasaux, ainsi que des échantillons prélevés dans les
poumons, les reins, l'intestin (y compris leur contenu), les amygdales caecales, la rate, le cerveau, le
foie et les tissus cardiaques.

Les échantillons prélevés sur des oiseaux vivants doivent comprendre des écouvillons trachéaux,
oropharyngés et cloacaux.

e Technique:

Tout d’abord, les organes sont broyés, disséqués et imbibés d’une solution de PBS contenant des

antibiotiques. Apres agitation, le liquide résultant est centrifugé a 10.000 G pendant 5 mn. Par la suite,
le surnageant est récupére et filtré avec un filtre de 0,45 pm.
Sous une hotte, avant d’inoculer les ceufs, ils sont essuyés en premier avec une solution de
formaldéhyde, puis, avec un coton imbib¢é d’alcool i0od¢, sur la partie ou se trouve la chambre a air. Les
ceufs sont ensuite percés légeérement (1 a 3 mm) au-dessus de I’interface cavité allantoidienne-chambre
a air (figure 21), a I’aplomb de I’embryon et a 1’écart des gros vaisseaux. 0,2 a 0,3 ml de la solution
virale sont injectés dans chaque ceuf qui sont colmatés aprés avec de la paraffine (figure 22). Pour
terminer, les ceufs sont incubés a 37°C pendant 72 heures (figure 23).

» Recherche d’une activité hémagglutinante :

Apres incubation, les coquilles sont percées pour prélever le liquide allantoidien dans des tubes
stériles. 30 pl de liquide allantoidien (figure 24) et 30 pl d’hématies a 1% sont distribués sur une

plaque qui est agitée par la suite pendant 4 mn (figures 25 et 26).

e Lecture:

- Absence d’hémagglutination (résultat négatif) : un 2™ passage doit étre fait en prenant le liquide
allantoidien recueilli et I’inoculer a d’autres ceufs.

- Présence d’hémagglutination (résultat positif) : le test est suivi par une neutralisation de
I’hémagglutination (figure 27) par le sérum de référence de la ND pour confirmer que 1’antigéne
en cause est bien le virus ND. Pour cela, 25 pl du liquide allantoidien sont pris, 25 pl d’hématies
a 1% et 25 pl de sérum de référence ND sont rajoutés. Puis, la plaque est agitée pendant 4 mn.

S’il y a un dépot d’hématies, il s’agit bien du virus ND.

40



’ Partie expérimentale : Matériels et méthodes

Figure 21 : Perforation des ceufs au-dessus de la cavité allantoidienne
(Photo personnelle, LVR TO, 2018)

Figure 23 : couverture des ceufs avec de la paraffine (Photo personnelle,
LVR TO, 2018)
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Figure 24 : Prélevement des liquides allantoidiens (Photo
personnelle, LVR TO, 2018)

Figure 25 : Recherche d’une activité
hémagglutinante (Photo personnelle, LVR TO,
2018)
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a) Recherche d’une activité hémagglutinante :

%+0‘.-> * g

Antigénes
(NDV) Hématies

@0 @0
@90 = Ogo ™
.. @

Hématies

Figure 26 : Schéma explicatif de la recherche d’une activité
hémagglutinante (photo personnelle)

b) Neutralisation de I’hémagglutination:

Anticorps
spécifiques a
laND

°%+ *;f—} ?‘%-
! O %

e ©
(NDV) Hématies

Figure 27 : Schéma explicatif de la neutralisation de
I’hémagglutination (photo personnelle)
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Les résultats obtenus des différents tests sérologiques réalisés sur des sujets supposés vaccinés

contre la NDV sont présentés ci-dessous.

. Résultats du test ELISA :
I.1. Répartition des résultats par wilaya:

La répartition par wilaya des résultats du test ELISA obtenus, sont rapportés dans le tableau 6 et
illustrés par la Figure 28.

Tableau 6 : Nombre de lots positifs et négatifs obtenus par le test ELISA selon les wilayas (2018)

Wilaya | Bejaia | Bouira | Tizi-Ouzou | M’Sila | Bordj-Bou-Arreridj | Boumerdes
Total 14 24 16 15 53 16
NLP 14 22 16 15 53 12
NLN 0 2 0 0 0 4

%NLP | 100% | 92% 100% 100% 100% 75%

%NLN | 0% 8% 0% 0% 0% 25%

NLP : Nombre de lots positifs, NLN : Nombre de lots négatifs, %NLP : Pourcentage du nombre de lots
positifs, %NLN : Pourcentage du nombre de lots négatifs

60 53 500%

50 400%

40 300%

30 24

20 14 16 15 16 200%
9 100%

10 1('1 0% 8% 108 60% 10885 0% 108860% '25 % ’

0 — — 0%
Bejaia Bouira Tizi-ouzou M'Sila BBA Boumerdes
total m%NLP m%NLN

NLP : Nombre de lots positifs, NLN : Nombre de lots négatifs, BBA : Bordj-Bou-Arriridj

Figure 28 : Nombre de lots positifs et négatifs obtenus par test ELISA selon les wilayas (2018)

Les résultats obtenus par le test ELISA montrent des taux de positivité de 75% pour la wilaya de
Boumerdes, 92% pour Bouira et 100% dans les quatre autres wilayas, a savoir Tizi-Ouzou, Bejaia,
Bordj-Bou-Arreridj et M’Sila. 25% et 8% des lots testés étaient négatifs dans les deux wilayas de

Boumerdeés et Bouira respectivement.
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I.2.  Répartition des résultats par type de production :

La répartition des résultats du test Elisa obtenus par type de production, sont rapportés dans le

tableau N°7 et illustrés par la Figure 29.

Tableau 7 : Nombre de lots positifs et négatifs obtenus par test ELISA selon les types de
production (2018)

Production PsP PRP PD PP PC Dinde
Total 50 12 33 25 17 1
NLP 49 12 33 25 13 0
NLN 1 0 0 0 4 1
NLP % 98% 100% 100% 100% 76% 0%
NLN % 2% 0% 0% 0% 24% 100%

NLP : Nombre de lots positifs, NLN : Nombre de lots négatifs, %NLP : Pourcentage du nombre de lots

positifs, %NLN : Pourcentage du nombre de lots négatif, PSP : Poussin ponte, PRP : poule reproductrice

ponte, PD : poulette démarrée, PP : poule pondeuse, PC : poulet de chair

60
40
20

50 600%
12 33 o5 - 1 400%
98% 100% 100% 100% 76% 0% 100%  200%
2% 0% 0% 0% 0 0%
] - - - = m
PsP PRP PD PP PC Dinde
Total ®mNLP % m®mNLN %

%NLP : Pourcentage du nombre de lots positifs, %NLN : Pourcentage du nombre de lots négatif, PsP :
Poussin ponte, PRP : poule reproductrice ponte, PD : poulette démarrée, PP : poule pondeuse, PC :
poulet de chair

Figure 29 : Nombre de lots positifs et négatifs obtenus par test ELISA selon le type de production (2018)

Les résultats obtenus rapportent des taux de positivité de 76% chez le poulet de chair ; 98% chez

les poussins ponte et de 100% chez les poulettes démarrées ; les reproductrices ponte et les poulettes

pondeuses. Chez les dindes ; I’analyse a révélé une absence d’anticorps dirigés contre la pseudopeste

aviaire dans tous les lots testés. Les résultats négatifs se répartissent comme suit : 100% chez la dinde,

24% chez le poulet de chair et 2% chez les poussins ponte.
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1. Résultats du HI test :
I1.1. Répartition des résultats par wilaya:

La répartition par wilaya des résultats obtenus avec le HI test, sont rapportés dans le tableau 8 et
illustrés par la figure 30.

Tableau 8 : Nombre de lots positifs et négatifs obtenus par le HI test selon les wilayas (2018)

Tizi Bordj-
Wilaya Bejaia Bouira M’Sila Bou- Boumerdes
QOuzou ..
Arreridj
Total 14 24 16 15 53 16
NLP 100% 100% 100% 100% 100% 75%
IPV suffisante 0% 8% 13% 13% 0% 19%
PV 43% 13% 44% 0% 0% 6%
satisfaisante
IPV bonne 21% 50% 38% 27% 13% 38%
Suspect 36% 29% 6% 60% 87% 13%
NLN 0% 0% 0% 0% 0% 25%

NLP : Nombre de lots positifs, NLN : Nombre de lots négatifs, IPV : immunité poste vaccinale, suspect : immunité poste
vaccinale excellente qui pourrait faire confusion avec les anticorps post infection en cas d’atteinte de la maladie

120% 120%
100% 100% 100% 100% 100%

100% 100%
80% 80%
60% 50% 60%

44%
43% 38%
40% sl i 40%
)0 21 3 13‘y 13% 3% W13 .
20% oo ,1 : % : 20%
0%0% I 0%} 0% o 0% 030 I
0% 0%
Bejaia Bouira Tizi Quzou M'Sila BBA Boumerdes
NLP ENLN ®IPVsuffisante IPV satisfaisante W IPVbonne M Suspect

NLP : Nombre de lots positifs, NLN : Nombre de lots négatifs, BBA :Bordj-Bou-Arreridj, IPV : immunité post vaccinale,
Suspect : Immunité post- vaccinale excellente qui pourrait porter a confusion avec les anticorps post infection en cas
d atteinte par la maladie

Figure 30 : Nombre de lots positifs et négatifs obtenus par HI test selon les wilayas (2018)

Les résultats du test d’inhibition de 1’hémagglutination réalisé sur les 138 lots montrent que
presque la totalité des lots analysés des 6 wilayas sont positifs au test, a I’exception de ceux de la

wilaya de Boumerdés ou nous avons enregistré 25% de lots négatifs. En outre, les valeurs obtenues par
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cette technique, nous a permis d’apprécier le statut immunitaire post-vaccinal de tous les lots analysés.
On note que pour la wilaya de Bejaia ; 43% de lots positifs ont montré une immunité post-vaccinale
satisfaisante, 21% ont eu une bonne réaction vaccinale, par contre 36% sont considérées comme
suspects.Pour la wilaya de Bouira; on constate que 8% des lots positifs ont une réaction vaccinale
suffisante, 13% ont une réaction satisfaisante, la moitié soit 50% des lots ont une bonne réaction
vaccinale et 29% de ces derniers ont des taux suspects. De la méme maniere, dans la wilaya de Tizi-
Ouzou; nous avons observé 13% des lots positifs avec une réaction vaccinale suffisante, 44% de lots
positifs ont présenté une immunité post-vaccinale satisfaisante, 38% ont une bonne réaction vaccinale
et 36% de lots positifs ont répondu avec des taux suspects. Quant a la wilaya de M’Sila ; il a été
enregistré que plus de la moitié (60%) des lots positifs sont considérés comme suspects, 27% de lots
positifs ont une bonne immunité post-vaccinale alors que 13% de ces lots ont une réaction vaccinale
suffisante. Dans la wilaya de Bordj Bou Arreridj, pratiguement la majorité des lots soit 87% présentent
une réaction vaccinale suspecte et 13% ont une bonne immunité post-vaccinale. Enfin dans la wilaya
de Boumerdes, ou il a été enregistré 75% de lots de positifs, parmi ces derniers, on remarque que 19%
des lots ont une réaction vaccinale suffisante, 6% ont une immunité post-vaccinale satisfaisante, 38%

ont une bonne réaction vaccinale et pour terminer 13% se sont réveélés suspects.

I1.2.  Répartition des résultats par type de production :

Les résultats de la répartition par type de production des résultats du HI test, sont rapportés dans
le tableau 9 et illustrés par la figure 31.

Tableau 9 : Nombre de lots positifs et négatifs obtenus par le HI test selon le type de production (2018)

Production PsP PRP PD PP PC Dinde
Total 50 12 33 25 17 1

NLP 100% 100% 100% 100% 76% 100%

IPV suffisante 6% 0% 6% 4% 12% 100%
IVP satisfaisante 6% 0% 24% 8% 24% 0%
IVP bonne 4% 58% 36% 44% 35% 0%
Suspect 84% 42% 33% 44% 6% 0%
NLN 0% 0% 0% 0% 24% 0%

NLP : Nombre de lots positifs, NLN : Nombre de lots négatifs, PsP : Poussin ponte, PRP : poule reproductrice ponte,
PD : poulette démarrée, PP : poule pondeuse, PC : poulet de chair, IPV : immunité poste vaccinale, suspect : immunité
poste vaccinale excellente qui pourrait faire confusion avec les anticorps post infection en cas d’atteinte de la maladie
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120% 120%
100% 100% 100% 100% 100;00%
100% i 0 100%
4%
80% 76% 80%
0 (]
60% > 60%
’ 42% 44%44% ’
40% 36%339 35% 20%
0,
24 24% 249
0 12% 0
20% 6%6%, 6% 293% 6% 20%
0% - | - | l || 0%
PsP PRP PD PP PC DINDE

B %NLN %NLP B %IPV suffisante %IPV satisfesante %IPV bonne  ® %suspect

NLP : Nombre de lots positifs, NLN : Nombre de lots négatifs, PsP : Poussin ponte, PRP : poule reproductrice ponte, PD : poulette
démarrée, PP : poule pondeuse, PC : poulet de chair, IPV : immunité poste vaccinale, suspect : immunité poste vaccinale excellente
qui pourrait faire confusion avec les anticorps post infection en cas d’atteinte de la maladie

Figure 31: Nombre de lots positifs et négatifs obtenus par le HI test selon le type de production (2018)

Les résultats obtenus montrent que 1’ensemble des lots des différentes productions testées pour
le contrdle vaccinal sont positifs au HI test (100%), a I’exception de presque un quart (24%) des lots de
poulets de chair testés. On constate chez les poussins ponte que le taux de lots suspects dépasse les
80% (titre supérieur a 1/1024), les lots ayant une immunité post-vaccinale suffisante et satisfaisante
représentent tous deux 6% et 4% seulement des lots. Chez les poules reproductrices pondeuses, une
bonne immunité semble étre installée chez 58% des foyers, cependant 42% des lots apparaissent
suspects. On note chez les poulettes démarrées que 36% des foyers ont une bonne immunité, 33% sont
considérées comme suspects, 24% ont eu une immunite satisfaisante et 6% présentent une immunité
suffisante. Quant aux lots de poules pondeuses, ils révelent un pourcentage commun de 44% entre les
lots suspects et ceux qui ont apparemment une bonne immunité post-vaccinale, 8% ont une immunité
satisfaisante et le reste (4%) présente une immunité suffisante. On retrouve chez les foyers de poulets
de chair, 35% des lots ayant une bonne immunité, 24% ayant une immunité satisfaisante, et enfin 12%
ayant une immunité suffisante. La dilution de I’HI test chez les dindes est estimée a [1/32 - 1/64] ce qui

indique une immunité post-vaccinale suffisante dans ce foyer.
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L’industrie avicole a de tout temps ¢ét¢é menacée par une multitude de pathologies, qu’elles
soient d’origine bactérienne, virale ou parasitaire. Aussi, afin de réduire les pertes pouvant étre parfois
considérables, des programmes de vaccinations sont mis en place dans tous les différents types de
productions avicoles. Les programmes de vaccination varient néanmoins fortement d'un pays a 1’autre,

voire d'un élevage a l'autre.

Parmi les nombreuses pathologies, la maladie de Newcastle(ND), dénommée également
pseudo-peste aviaire, est une maladie hautement contagieuse et dévastatrice de la volaille. Dans ce
cadre, des tests de routine sont effectués régulierement sur la volaille vaccinée afin de déterminer leur

statut immunitaire.

Bien que le test d'inhibition de I'hémagglutination (IH) soit la méthode standard recommandée
par I’OIE ; il est de plus en plus remplacé par le test de dosage immuno-enzymatique (ELISA). Les
valeurs obtenues en utilisant ces deux techniques ont été comparées a plusieurs reprises. Les résultats
de ces comparaisons sont mitigés et parfois difficiles a interpréter. Certains auteurs estiment qu’il y a
un manque de corrélation entre les résultats des deux tests ELISA et HI test (Miers et al., 1983),
d’autres auteurs par contre ont noté des rapports d’une corrélation significative entre ces deux tests
(Adair et al., 1989 ; Marquardt et al.,1985 ; Snyder et al., 1983, Snyder et al., 1985). Il est a noter que

nous n’avons retrouvé aucune etude similaire en Algérie.

C’est dans cette optique que nous avons entrepris d’évaluer I’immunité post-vaccinale de volailles
issues de différents types de production en utilisant les deux techniques ELISA et HI test sur les mémes
prélévements, et comparer les résultats obtenus afin de confirmer ou d’infirmer le rapport et

I’efficacité de ces tests.

Les résultats obtenus par 'utilisation du test ELISA et le HI test sur les sujets suppos€s vaccinés
contre la maladie de Newcastle révélent une couverture vaccinale totale (soit 100 %) de tous les lots
analysés en provenance des wilayas de Bejaia, Tizi-Ouzou, M’Sila et Bordj-Bou-Arreridj. Bien que ces
taux témoignent d’une bonne couverture vaccinale des lots regus, ceci ne nous permet en aucun cas de

généraliser cette constatation a toutes les wilayas du centre du pays.

Concernant les types de productions, la filiere ponte représentée par les reproducteurs ; les
poulettes démarrées, les poules pondeuses et les poussins ponte ont présenté des taux d’anticorps
intéressants, significatifs d’une trés bonne immunité, en 1’occurrence une couverture vaccinale totale

soit de 100%. La filiére chair représentée dans notre étude par le poulet de chair, montrait par contre
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une couverture vaccinale moins importante par rapport a celle de la filiere ponte soit 76%. Ce résultat
pourrait s’expliquer par le fait que ce type d’élevage qui posséde une durée de vie trés courte ne
dépassant pas les 50 jours ; est souvent negligé par les éleveurs lors de la deuxiéme vaccination.
D’autre part nous pouvons justifier la diminution de ce taux par la faiblesse des performances
techniques et économiques chez quelques éleveurs de poulet chair (Allaoui, 2018). Mais cela ne nous
empéche pas de souligner une prise de conscience chez les éleveurs de ce type de production par

rapport a I’importance de la vaccination particulierement contre cette pathologie.

En ce qui concerne la comparaison des deux techniques, globalement I’ensemble des résultats
obtenus par le test d’inhibition de ’hémagglutination sont similaires a ceux obtenus par le test ELISA,
nonobstant quelques petites différences, telles que le taux de résultats positifs obtenu dans la wilaya de
Bouira avec le HI test qui est de 100%, et celui obtenu par le test ELISA de 98%. De la méme facon on
retrouve un taux de positivité de 100% pour chacun des lots de poussins ponte et du lot de dinde,
résultat Iégerement supérieur a celui obtenu par le test ELISA pour les PsP (98%), mais contradictoire

avec celui noté chez le lot de dinde (0%).

Ces résultats pourraient s’expliquer, soit par la haute sensibilité du test de I’inhibition de
I’hémagglutination ou par la détection précoce des anticorps par ce méme test. En effet, Meulemans et
al. (1984), ont confirmé que le test ELISA ne détectait pas les anticorps produits au début de la
réponse vaccinale, mais ceci était possible avec la technique d’inhibition de 1’hémagglutination. Ce
méme auteur affirme dans son étude que la technique ELISA indirecte de la NDV est sensibilisée
uniquement pour la détection des IgG spécifiques qui sont décelables par la sérologie qu’a partir d’un
délai de 8 jours post vaccination, par contre, le test d’inhibition de I’hémagglutination est positif des le
6°™ jour, moment ou seules les IgM sont présentes, d’autres constatations 1’ont amené & conclure aussi

que ce test détecte ala fois les IgM et les 1gG.

D’autre part, Marquardt et al. (1985) dans leur étude sur la réponse des anticorps au virus de la
maladie de Newcastle mesurée par les deux techniques ELISA et le test d'inhibition de
I'némagglutination, affirment que les deux tests sérologiques ont détecté les anticorps spécifiques au
NDV a4 et 7 jours, respectivement, avec I’ELISA et le HI test, propos contradictoires avec ceux

affirmés par Meulemans et al. (1984).

Ces différentes constatations entre auteurs pourraient étre expliquées par le fait que ces derniers ont
utilisé deux techniques différentes de I’ELISA, I’un ayant utilisé ’ELISA de compétition, laquelle est

plus spécifique et plus sensible que ’ELISA indirecte. Il se pourrait également que la différence réside
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au niveau des Kits eux-mémes, qui proviennent de fournisseurs différents bien qu’il s’agisse du méme

type d’ELISA.

En comparant la moyenne des résultats positifs obtenue en utilisant ’ELISA (86,75%) et celle
obtenue en utilisant le HI test (95,9%), nous remarquons clairement I’importance du taux de ce dernier,
ceci pourrait soulever deux hypotheéses : soit le HI test est plus sensible, c'est-a-dire qu’il détecte moins
de faux négatifs que I’ELISA, ou que la technique ELISA est plus spécifique c'est-a-dire qu’elle
détecte moins de faux positifs.

Une explication plausible de nos résultats pourrait étre 1’utilisation dans notre étude d’un kit ELISA

avec une spécificité élevée, qui permet d’obtenir moins de faux positifs.

Une autre étude réalisée par Brown et al. (1990) nous oriente également vers une autre hypothése
qui pourrait soutenir nos résultats. En effet, ces travaux suggerent que plus le niveau d'immunisation
des animaux contre le virus de la maladie de Newcastle est bas, plus la capacité de détection des
anticorps par la technique ELISA tend a diminuer, ce qui rend la prise de décision plus difficile.

Il est possible dans ce cas, que les résultats du HI test se sont avérés plus élevés, du fait que cette

technique a la capacité de détecter les anticorps, méme lorsque ces taux d’immunisation sont faibles.

La technique d’inhibition de I’hémagglutination permet de préciser I’interprétation des titres
d’anticorps issus de la vaccination, et ainsi de pouvoir conclure sur le statut immunitaire du cheptel
testé. En effet le résultat positif est classé selon le titre d’anticorps en immunité post- vaccinale
suffisante, satisfaisante ou bonne, ainsi que la catégorie « suspect » qui reflete une réponse
immunitaire avec un titre d’anticorps trés important pouvant signifier soit, plusieurs rappels vaccinaux
ou que le cheptel a déja été en contact avec le virus sauvage sans développer la maladie. Cependant la

technique ELISA que nous avons utilisée ne nous a pas permis d’avoir des résultats similaires.

D’aprés les tests comparatifs de Beard et al. (1985), les résultats d’analyse obtenus avec le HI test
varient considérablement entre les laboratoires des états américains du sud. Ces auteurs estiment que
ceci ne serait pas dii a une négligence dans 1’application de la méthode, mais résulterait plutét du
manque de standardisation de cette technique, ce qui conduit a une variation de certains parametres
dont la concentration en antigenes et la qualité des érythrocytes. C’est pour cela, que pour tranchez sur
un résultat de I’HI test, nous avons di refaire le test 2 a 3 fois pour confirmer le résultat obtenu et

réduire au maximum les risques d’erreur.
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Néanmoins, nos résultats corroborent ceux de Meulemans et al. (1984), qui lors de leur étude
menée dans le cadre de la recherche des anticorps vaccinaux de la NDV en utilisant le test ELISA et le
test d’inhibition de I’hémagglutination ont montré que le test d’inhibition de I’hémagglutination s’est
révelé plus sensible et plus spécifique que le test ELISA et doit, pour cette raison, lui étre préféré pour

la recherche des anticorps de la maladie de Newcastle.

Au regard de la situation économique actuelle de 1’ Algérie, il est important d’évaluer les frais des
deux techniques. Il est évident que la technique de I’ELISA est beaucoup plus onéreuse que celle du HI
test du fait qu’elle requiert, en plus du kit, un lecteur ELISA. Ce point a été soulevé par
Bozorghmehrifardl et al. (2000) et Tabidi et al. (2004) qui pensent également que le HI test est plus
¢conomique que ’ELISA pour la détection des anticorps dirigés contre le NDV. Notant aussi que le
test d’inhibition de I’hémagglutination n’est pas utilisé¢ exclusivement pour le contréle de maladie de
Newcastle, en effet le protocole de la technique peut étre utilisé pour la détection d’anticorps dirigés
contre tous les virus présentant un potentiel d'hémagglutination, pas seulement chez la volaille mais

aussi chez toutes les espéces animales.
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Durant I’année 2018 ; neuf (09) lots de volaille suspects d’étre atteints de maladie de Newcastle sont

parvenus au niveau du LVR-TO.

Differents examens ont été effectués sur ces lots dans le but de confirmer ou infirmer la présence de

cette maladie.
. Résultats des examens cliniques :

L’examen clinique est trés important, bien que les symptomes et 1€sions ne sont pas
pathognomoniques et sont similaires a plusieurs maladies, cela n’empéche que cet examen nous

permet d’écarter un trés grand nombre de pathologies.
I.1. Symptomes :

L’affolement des aviculteurs ayant constaté des mortalités inexpliquées au niveau du zoning du
LVR-TO (Bejaia, Bouira, Boumerdes, BBA, Tizi-Ouzou et M’Sila) a suscité la mobilisation des
vétérinaires praticiens qui ont suspecté la maladie de Newcastle.

En effet, selon les constatations des vétérinaires praticiens sur les cheptels suspects, et selon
nos propres observations sur les échantillons acheminés au laboratoire, les manifestations cliniques
observées sont I’abattement (Figure 32), la somnolence ainsi que la convulsion qui est souvent
associees a des torticolis et des paralysies (Figure 36). La mort des sujets présentant ces signes est

observée en général 24 a 48 heures (figure 33) apres I’apparition ou non des premiers symptomes.

Dans d’autre cas, les manifestations ont commenceé par de la fiévre, ensuite I’apparition de
symptdmes digestifs se manifestant au début par des diarrhées blanchatres et/ou verdatres (Figure 37),
avec une congestion et une hypertrophie cloacale (Figure 39), puis une perte d’appétit et de
I’abattement, et enfin, la survenue de signes nerveux qui s’expriment par des convulsions et des

paralysies totales ou partielles et des torticolis (Figure 36), pour se terminer par la mort des animaux.

Quelques lots ont manifesté seulement des signes respiratoires se présentant par du jetage,

¢ternuement, de la conjonctivite et un cedéme faciale (Figure 34,35), puis la mort.
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Figure 32 : Signes généraux : Figure 33 : Taux de mortalité est
abattement, plumage ébouriffé important (Photo personnelle, LVR
(Photo personnelle, LVR TO, 2018) TO, 2018)

Figure34 : (Edéme facial avec exsudat Figure35 : Conjonctivite (Photo

N oculaire. Signes_ de cyanose A personnelle, LVR TO, 2018)
visiblessurtout au niveau de la créte

(Photo personnelle, LVR TO, 2018)

Figure 36 : Aspects cliniques de ’encéphalite rencontrée dans la maladie de Newcastle. Les troubles
nerveux se traduisent par un torticolis et des paralysies (Photo personnelle, LVR TO, 2018)
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Figure 37 : Diarrhée, fientes collantes ou liquides verdatre parfois méme hémorragique.
(Photo personnelle, LVR TO, 2018)

.2. Lésions:

Les Iésions les plus rencontrées lors d’une atteinte par la maladie de Newcastle sont les Iésions

hémorragiques dans les organes de 1’appareil respiratoire (Figure38), digestif (Figure39, 40), et

nerveux.
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Figure 38 : Trachéites Figure 39: Cloacites
hémorragique (Photo personnelle, hémorragiques (Photo personnelle,
LVR TO, 2018) LVR TO, 2018)

Les hémorragies du ventricule succenturié sont des lésions fréquentes de la MN (Figure 40).

Néanmoins, il faut noter que ces hémorragies peuvent étre absentes. Des Iésions hémorragiques

peuvent étre aussi observees sur le gésier.
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5 / v ove il
Figure 40 : Hémorragies du ventricule succenturié (Photo personnelle, LVR TO, 2018)

1. Résultats sérologiques :

Les résultats obtenus par les 2 méthodes sérologiques (ELISA Indirect et HI test) realisés sur les
sérums issus des 9 lots suspects de la maladie, et qui présentaient des symptomes cliniques en relation

avec la ND sont rapportés dans le Tableau 10.

Tableau 10 : Résultats sérologiques des lots suspects de maladie de Newcastle obtenus par la

technique ELISA et le test d’inhibition de I’hémagglutination.

Mois Wilaya Type de production Titre ELISA Dilution HI test
_ PP 4000 (+) 1/128 (+)
Bouira
Avril PC 209 (-) Y2 (-)
Tizi-Ouzou PC 0() 0(-)
) PP 1400 (+) 1/128 (+)
Bouira
Mai PP 1500 (+) 1/128 (+)
Tizi-Ouzou Dinde 790 (-) Ya (-)
Juillet M'Sila PP 8000 (+) 1/256 (+)
Tizi-Ouzou PP 14000 (+) 1/512 (+)
Aout
Boumerdes PP 13000 (+) 1/512 (+)

PP : Poule Pondeuse, PC : Poulet de chair, (+) positif, (-) négatif
Titre ELISA : >993 = positif, <993 = négatif.
Tire HI test : > 1/32 (positif), < 1/32 (négatif)
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Les résultats obtenus montrent que les 9 lots suspects de la maladie de Newcastle ont été
observés durant les mois d’Avril, Mai, Juillet et Aout. Ces foyers sont issus des wilayas de Bouira,

Tizi-Ouzou, M’Sila et Boumerdes.

Durant le mois d’avril nous avons re¢u 3 lots suspects. Deux de ces trois lots sont issus de la
wilaya de Bouira, ils appartiennent a deux types de productions différents ; poule pondeuse et poulet de
chair. Pour le lot de poule pondeuse, le taux d’anticorps obtenu par les tests sérologiques effectués
dépasse largement le seuil de positivité, ces derniers sont de 4000 pour le test ELISA et de 1/128 pour
le HI test. Concernant le lot de poulet de chair ; le résultat obtenu par les deux technique sérologiques

était négatif.

Le troisiéme lot recu durant le mois d’avril est issu de la wilaya de Tizi-Ouzou, il appartenait a
la production de poulet de chair. Les résultats sérologiques obtenus par les deux tests ELISA et HI test

était nuls.

Durant le mois de mai nous avons recu également 3 lots suspects de maladie. 2 des 3 lots sont
issus de la wilaya de Bouira, et appartenaient tous deux a des élevages de poules pondeuses. Les
résultats sérologiques obtenus par les deux tests effectués sur ces 2 lots étaient positifs. Ainsi,
concernant le test ELISA les titres d’anticorps étaient de 1400 et 1500 respectivement pour le premier
et le deuxieme lot de PP, il en est de méme pour le test HI avec lequel nous avons obtenu le titre de

1/128 pour les deux lots.

Le troisieme lot est issu de la wilaya de Tizi-Ouzou et appartenait a un élevage de dinde. Les
résultats sérologiques obtenus par les deux techniques ELISA et HI test sont négatifs avec un taux
d’anticorps de 790 pour ’ELISA et de ¥4 pour le HI test.

Durant le mois de Juillet, 1 seul lot de poules pondeuses issu de la wilaya de M’Sila a été
suspecte d’atteinte de la maladie de Newcastle. Les résultats obtenus par les deux tests serologiques

¢taient positifs avec un taux d’anticorps éleveé, égal a 8000 pour I’ELISA et 1/256 pour le HI test.

Enfin, pour le mois d’ Aout nous avons recu 2 lots appartenant & un méme type de production de
poules pondeuses suspectées de maladie de Newcastle. Ces derniers sont issus des wilayas de Tizi-
Ouzou et de Boumerdeés. Les resultats obtenus par les deux les tests sérologiques sont positifs avec des
titres pour ’ELISA de 14000 et 13000 respectivement pour le lot de la wilaya de Tizi-Ouzou et
Boumerdes, et un titre HI de 1/512 pour les deux lots. Les résultats détaillés de cette étude sont

rapporté dans 1’annexe N°3
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I11.  Résultats de I’isolement sur ceufs embryonnés :

L’inoculation d’ceufs embryonnés par des broyats de trachées et d’écouvillonnages cloacaux,

récupérés a partir des échantillons suspects, a donné les résultats suivants :
I11.1. Lésions embryonnaires :

En plus des mortalités embryonnaires, les lésions observées consistent en une congestion
généralisée de I’embryon et de toute la membrane vitelline et des hémorragies qui sont constatées dans

la cavité allantoidienne de I’embryon comme le montre la figure N°41.

f?',?: Z?
\‘ 7~

e . d
Figure 41: Hémolyse et congestion de la membrane vitelline (Photo personnelle,
LVR TO, 2018)

oz

I11.2.  Recherche d’une activité hémagglutinante :

L’activité hémagglutinante résulte de I’interaction entre les antigenes éventuellement présents
dans les liquides allantoidiens préleves, avec des héematies de volailles saines a 1%. Parmi les 9 lots
suspectés, 4 lots sont considérés comme positifs et sont retenus pour la confirmation. Les résultats

suivants illustrent la mise en évidence de I’un de ces lots (Figure N° 42).
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a. Control positif, b. Résultat négatif, c. Résultat négatif, d. Résultat négatif, e. Résultat positif,
f. Résultat négatif. , (+) : Résultat positif, (-) : Résultat négatif

Figure 42 : Résultats du test de la recherche d’une activité hémagglutinante ; Photo personnelle,
LVR TO, 2018)

I11.3.  Neutralisation de I’hémagglutination :

La technique de neutralisation de I’hémagglutination permet d’utiliser un sérum de référence de
la ND, ceci nous a permis de confirmer que les 4 cas retenus précédemment sont effectivement positifs

au virus de la ND comme D’illustre la figure N°43.

(+) : Résultat positif, (-) : Résultat négatif

Figure 43 : Résultats du test de la neutralisation de 1’hémagglutination sur
I’échantillon positif (Photo personnelle, LVR TO, 2018)
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Tableau 11 : Résultats obtenus aprés isolement sur ceufs embryonnés selon les types de production (2018)

. . . Isolement sur ceufs
Mois Wilaya type de production embryonnés
. PP (+)
. Bouira
Avril PC ()
Tizi-Ouzou PC O]
PP -
. Bouira 0
Mai PP ()
Tizi-Ouzou Dinde O]
Juillet M'Sila PP +)
Tizi-Ouzou PP (+)
Aout -
Boumerdeés PP (+)

(+) : résultat positif, (-) : résultat négatif

Apres avoir utilis¢ la technique de I’isolement sur ceufs embryonnés et les tests associés sur 9
lots apparemment suspects de la maladie de Newcastle, 4 lots semblent positifs. La totalité de ces
derniers sont des élevages de poules pondeuses agées entre 34 jours et 46 semaines. Le lot en
provenance de la wilaya Bouira a été détecté au printemps au mois d’Avril, tandis que les 3 autres lots
provenant des wilayas de M’Sila, Tizi-Ouzou et Boumerdes ont été réceptionnés en été, durant les mois
de Juillet et Aout. Les 5 autres prélevements issus des wilayas de Tizi-Ouzou et de Bouira représentant

des élevages de poulets de chair et de dindes, semblent négatifs aux tests.
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La maladie de Newcastle, figure sur la liste A de I'Organisation Mondiale de la Santé Animale
(OMSA, ex-OIE). Elle reste I’un des problémes majeurs affectant la volaille et la filiére de
I’aviculture. Selon I’OIE ; elle est considérée depuis toujours comme une maladie dévastatrice de la
volaille et du cheptel avicole dans de nombreux pays, dont I'Algérie qui a enregistré trois (03)
épidemies de la maladie de Newcastle entre 1996 et 2018 (1997, 2002 et 2014).

Notre étude a été realisée dans une zone de 6 wilayas du centre du pays a vocation élevage,
résultat des politiques incitatives mises en ceuvre au cours de la décennie 80 qui visait a couvrir le
déficit en protéines animales dont souffraient les algériens (MADRP ; 2015). Durant I’année 2018, un
total de 09 lots suspects de la maladie de Newcastle ont été orientés vers le LVR-TO pour un diagnostic

complémentaire suite aux suspicions et commémoratifs des vétérinaires de terrain.

En prenant en considération les constations des éleveurs et des vétérinaires praticiens ; la
maladie qui a affecté ces 9 foyers est caractérisée par une mortalité trés élevée. L’enquéte
épidémiologie effectuée par Cappelle et al., en 2015 sur la maladie de Newcastle a démontré une
circulation continue et homogene du virus de la maladie de Newcastle chez un large éventail d'especes
d'oiseaux sauvages en Afrique, il affirme que cette maladie est responsable de 70% a 80% des cas de

mortalités de volailles dans le Monde et en Afrique.

La mortalité observée par les éleveurs a été précédée par des symptémes cliniques a
prédominance nerveuse et digestive et a un moindre degré respiratoire et oculaire, ces manifestations
sont tres évocatrices de la maladie de Newcastle. Une étude effectuée en Algerie par Bouderbal et al.,
en 2017 affirme que depuis 2012, le PMV-1 qui circule en Algérie cause un taux de mortalite élevé
allant jusqu’a 67% chez les troupeaux vaccinés et jusqu'a 45% chez les poules pondeuses, alors
qu’auparavant le taux était de 5 a 15%, il affirme également comme nous I’avons constaté que ce virus

a une haute affinité pour le systéme nerveux et digestif.

La présence de la triade symptomatique (nerveux - digestifs - respiratoires) nous a conduit apres
avoir effectué un diagnostic différentiel, d’écarter certaines pathologies pouvant présenter les mémes
signes cliniques. De méme les lésions observées, telles les taches hémorragiques notamment dans le
tractus digestif (pro ventricule et cloaque), appareil respiratoire (trachées) et les lésions nerveuses
(encéphale) nous oriente vers la maladie recherchée. Mais cela ne nous permet pas de confirmer qu’il
s’agit bien de la ND. Comme le soulignaient d’ailleurs McFerran et McCracken en 1988, dans leur
¢tude sur les signes et symptomes de la maladie, qu’aucun signe ni 1ésion ne peuvent étre considerés

comme étant pathognomoniques de la ND.
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Les signes cliniques, les Iésions et le contexte épidémiologique genéral permettent souvent de
suspecter la pseudopeste aviaire. Cependant, le diagnostic doit toujours étre suivi par d’autres examens
pour confirmer une éventuelle circulation du virus APMV-1. Des examens sérologiques avec le test
ELISA indirect et le HI test ont été mis en ceuvre pour détecter la circulation d’anticorps spécifiques au
virus de la ND. Cependant puisque les cheptels suspects sont censés étre vaccinés contre la maladie, les
tests sérologiques utilisés ne nous ont pas permis de trancher sur I’origine des anticorps circulant lors

d’un résultat positif.

Notant que la majorité des vaccins utilises en Algérie sont des vaccins a virus soit vivant soit
atténué, ayant les mémes pouvoirs immunogénes que les souches sauvages, ce qui rend la réponse
sérologique induite par le vaccin difficilement différenciable de celle induite par la souche sauvage, ces

résultats sont soutenus par Alexander et al. en 1988.

Toutefois, les résultats négatifs obtenus par ces tests sérologiques peuvent nous amener a expliquer la
situation par un échec vaccinal. Les sujets objets de cette expérimentation sont alors plus vulnérables

lors de I’expositionau virus de la NDV.

En se référant aux résultats obtenus par le test d’isolement sur ceufs embryonnés ; nous avons
confirmé I’atteinte de 4 lots sur un total de 9 par la maladie de Newcastle ; les résultats sérologiques
obtenus avec les deux tests ELISA et HI test, étaient positifs avec un titre d’anticorps important, ce qui

nous a amenés a émettre les hypothéses suivantes:

e Soit cette hausse d’anticorps est a I’origine d’une atteinte virale. Ce qui nous laisse supposer qu’il y
a eu un échec de la vaccination. En effet des points critiques devraient étre pris en considération
lors de I’application d’un programme vaccinal. Comme 1’expliquent Fabienne et al. (2009) et K.M.
Dimitrov et al. (2017), I’approche classique utilisée pour la vaccination aviaire contre la ND
comporte certaines limites et inconvénients, parmi lesquels nous pouvons citer : l'interférence avec
les anticorps circulants d’origine maternelle lors de la premiére vaccination et la dose du vaccin
administré. Toutefois, selon les résultats obtenus lors de la premiére partie de notre étude, le taux
d’anticorps des lots de poules pondeuses orientés au laboratoire dans le cadre du contrdle vaccinal
suggere que ces derniéres ont répondu favorablement a la vaccination, ce qui nous permet donc
d’écarter cette hypothese.

e Ceci nous a amené par la suite vers une seconde spéculation qui implique le degré de virulence du
vaccin lui-méme qui pourrait étre a I’origine de 1I’émergence de la maladie. En général, les vaccins

utilisés en Algérie pour protéger les élevages contre la maladie de Newcastle sont des vaccins
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vivants (LaSota, Hitchner B1). Selon Winterfield (1981), les vaccins vivants peuvent en effet
provoquer une maladie respiratoire clinique et une chute de ponte. Néanmoins, depuis la création
des premiers vaccins vivants en 1948, désignés maintenant comme virulents aprés avoir induit la
maladie de Newcastle, plusieurs laboratoires enquétaient sur les souches de NDV qui pourraient
étre utilisées comme vaccin vivant. Deux souches de NDV de faible virulence qui sont Hitchner B1
et La Sota ont par la suite été isolées et bien qu’elles induisent des degrés acceptables de
symptomes cliniques post-vaccinaux, elles sont aujourd’hui communément et mondialement
utilisées (Goldhaft ,1980; Hitchner, 1975).

Selon les constatations observées lors de 1’étude précédente réalisée dans le cadre du controle
vaccinal (partiel), nous avons remarqué que la réponse vaccinale des différents types de production, en
particulier celle de la poule pondeuse est significative d’une bonne immunisation. Pourtant cela n’a pas
empéché qu’elle soit atteinte par le NDV, ceci nous a permis de déduire que les programmes de
vaccination actuels ne protégent pas, ou peu, contre le virus sauvage circulant. De ce fait, I’hypothése
la plus plausible pourrait signifier qu’il y a apparition d’une nouvelle souche de Newcastle tres
velogéne, qui malgré I’immunisation des cheptels avicoles, ces derniers n’ont pas pu résister a la
maladie. En effet Miller et al. (2007), Miller et al. (2009) et Bouderbal et al.(2017) ont constaté que les
souches virales utilisées pour la vaccination de la maladie de Newcastle (La Sota, HB1 et Clone 30),
sont phylogénétiquement éloignées des souches virulentes circulant en Afrique. Selon les mémes
auteurs ; ces souches y circulent depuis les années 1970 et appartiennent au génotype V-VIII, tandis
que les souches vaccinales utilisées appartiennent aux génotypes | et 11. Cette divergence pourrait
expliquer que la souche vaccinale utilisée n'assurerait pas une protection optimale contre la maladie.

Lors d’une étude sur les génotypes circulants en Algérie en 2017 ; Bouderbal et al. ont confirmé
que la souche de la maladie de Newcastle qui circule a I’Est et a I’Ouest du pays appartient au génotype
velogene VI, ils affirment que cette derniére a commencé a remplacer le génotype V et il devient le

génotype le plus répandu dans la volaille domestique.

En ce qui concerne les saisons d’apparition de la ND, elle est présente d’apres nos constatations
aux alentours du début de changement de saisons, c'est a dire en Avril (1 foyer) et en Juillet (3 foyers).
Cependant, il est impossible pour nous de généraliser cette observation a I’ensemble de la région
étudiée, du fait que 4 lots seulement sont considérés comme positifs, ceci n’étant pas du tout
représentatif pour établir une étude épidémiologique. Selon I’enquéte menée par Lounas et Mesbah
(2009) sur les principales maladies aviaires en Algérie, la maladie de Newcastle sévit durant toute

I’année mais avec une prévalence plus importante en été, suivie des périodes d’automne et d’hiver. El

63



! Partie expérimentale : Discussion Partie 2

kohen (1975) note également qu’au Maroc, la maladie présente deux sommets pendant son évolution :
un pic en hiver (période froide) et un autre pic en automne (saison des pluies). En plus de la saison,
d’autres facteurs pourraient favoriser I’apparition de la maladie dont la concentration des animaux, la

conduite d’élevage et I’activité socio-économique de I’homme comme le démontre 1’étude de Ban-Bo

et al. (2013).

Il a été noté également, que parmi les 4 lots positifs obtenus, aucun lot de poulets de chair n’a
¢té positif a la maladie. Cela pourrait s’expliquer par le fait que ce type de production est d’une courte
longévité. Effectivement, selon 1’étude de Bataskom M'BAD en 1994 sur la séro-épidémiologie des
maladies infectieuses majeures, I’atteinte des volailles par la ND semble augmenter avec 1'age. Quant
au lot de dinde qui ne figure pas non plus parmi les lots positifs, les constatations de Dimitrov et al.
(2017) pourraient justifier cela par le fait qu’en général, les dindes sont 1égérement plus résistantes au
NDV que les poules. Par conséquent, selon ces critéres, les poules pondeuses (dont 1’age est compris
entre 1 mois et 10 mois) seraient le type de production le plus sensible au NDV. Ces résultats
corroborent ceux de Lounas et Mesbah qui ont noté lors de leur enquéte en 2009 sur I’ensemble du
territoire algérien, que la filiere ponte est de loin la plus touchée par le PMV1 avec 49 foyers positifs,

contre 14 foyers de poulets de chair et 1 seul foyer de dinde.

La maladie de Newcastle sévit depuis toujours en Algérie. En effet ; suite a ’enquéte menée sur
les principales maladies aviaires en Algérie, Lounes et Mesbah (2009) ont rapporté 64 foyers de
Newcastle en 2009 , 2 foyers en 2008, 5 foyers décrits respectivement en 2006, 2005 et 2004, 10 foyers
décrits en 2003 et un total de 45 foyers en 2002.

Selon I’OIE, la derniére constatation de la maladie en Algérie a été décrite en 2014 avec un total
de 5 foyers au niveau de tout le territoire national, pourtant, plusieurs études ont décrit la circulation de
la maladie aprés cette période. Effectivement une étude menée par Kermia en 2017 suite a une enquéte
séro- épidémiologique de la maladie de Newcastle chez le poulet de chair avait signalé que la maladie
circule constamment en Algérie et elle est a I’origine de tres grandes pertes économiques pour ce type

de production.

Notre étude a rapporté 4 foyers de ND pendant I’année 2018 dans les 6 wilayas étudiées. Ce qui
signifie que malgré la vaccination et les mesures de lutte employées pour 1’éradication de la maladie,

1’ Algérie reste un pays endémique.
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g Conclusion

Les résultats des tests sérologiques visant la détection des anticorps vaccinaux diriges contre la
maladie de Newcastle ont clairement démontré que la majorité des élevages analysés dans le cadre du
contrdle vaccinal ont présenté une bonne couverture immunitaire chez tous les types de production de
la volaille analysée en provenance des 6 wilayas du zoning du laboratoire vétérinaire régional de la
wilaya de Tizi-Ouzou. Nous en déduisons que tous ces élevages semblent appliquer et respecter les

programmes de vaccination et parviennent ainsi a avoir des résultats satisfaisants.

La comparaison des deux tests serologiques employeés soit les tests d’inhibition de
I’hémagglutination et de I’ELISA indirecte commercial, révélent que les valeurs obtenues sont presque
identiques. Néanmoins, nous avons pu déduire que 1’application du HI test qui revét plusieurs

avantages :

e Facilité et simplicité dans 1’exécution,
e Rapidité dans I’obtention des résultats
e Neécessite trés peu de matériel

e (’est une technique peu onéreuse.

Notons cependant, qu’aucun de ces deux tests ne permet de différencier les anticorps vaccinaux

de ceux induits par une atteinte du virus sauvage.

En cas de suspicion de maladie, la confirmation de la présence du virus de Newcastle est
effectuée par un isolement direct sur ceufs embryonnés. Nonobstant, cette technique a elle seule reste
insuffisante pour I’identification et la caractérisation de la souche sauvage du virus circulant. C’est
pour cela qu’il serait plus judicieux de se pencher vers ’utilisation d’autres techniques de diagnostic

pour avoir des résultats plus précis.

L’¢tude épidémiologique effectuée sur le méme zoning durant I’année 2018 a permis de
confirmer la persistance de la circulation du NDV en Algérie, méme si les mesures de lutte prises par
I”état pour 1’éradication de cette pathologie. Malgré le succes de la vaccination du cheptel analysé,

celui-ci n’a pas été épargné, dans certains élevages, de contracter la maladie.

Toutes ces constatations suggerent que le virus de la ND qui affecte nos élevages appartient
probablement a une nouvelle souche virulente, ce qui rend les vaccins utilisés actuellement moins

efficaces, ne conférant pas une immunité assez puissante pour protéger contre cette variante.
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g Recommandations et perspectives

Comme recommandations, il serait intéressant et plus rentable d’utiliser la technique
d’inhibition de I’hémagglutination comme test de référence concernant le contrdle vaccinal de la
maladie de Newcastle. Comme nous 1’avons constaté, la technique ELISA utilisée donne pratiquement
presque les mémes résultats que le HI test. De la méme maniére, cette technique a un cout tres élevé et
confére une subordination aux pays fabricant du kit. Ainsi, il serait plus judicieux d’optimiser le HI test
de maniere a minimiser les risques d’erreurs et I'utiliser comme test de référence pour la détection
d’anticorps vaccinaux contre la MN.

Afin de compléter les études menées sur le diagnostic de la pathologie étudiée, il serait
intéressant d’¢largir 1I’échantillonnage afin d’extrapoler les résultats obtenus a 1’échelle nationale. Ces
résultats permettront alors d’exposer la réelle amplitude et la gravité de la maladie de Newcastle en
Algérie.

Il serait aussi intéressant de poursuivre les travaux engagés en évaluant I’indice de pathogénicité
intracérébrale (IPIC) du virus d’une part, et de recourir aux techniques de biologie moléculaire d’autre
part, telles que la RT-PCR en temps réel, qui permettront d’identifier et de caractériser la souche PMV-
1 sauvage circulante dans nos les élevages, mais aussi de réaliser une étude phylogénétique, afin de
comparer cette derniere avec la souche vaccinale utilisée pour élucider le mystére de la persistance de

la maladie de Newcastle méme apres un bon programme prophylactique.

Dans le cadre de la stratégie de lutte contre la maladie et pour remédier au probléme de
confusion entre les anticorps issus de la vaccination et ceux issus du virus sauvage, il existe des kits
ELISA capables de différencier les anticorps issus d’un virus vivant, des anticorps issus d’un vaccin
délété, ne contenant dans sa structure que la glycoprotéine F. Dans ce cas précis, il faudrait que 1’état
s’engage en adoptant des lignes directrices pour I’application de la stratégie DIVA car celle-cCi

nécessiterait 1’utilisation d’un programme vaccinal étudi¢ et un vaccin approprié.

Il faudra également promouvoir 1’élaboration d’un nouveau programme prophylactique en
impliquant les laboratoires de recherche, les fabricants de vaccin ainsi que les experts de la filiére, afin
de concevoir de nouvelles stratégies de vaccination contre la maladie de Newcastle, qui permettront de
cibler les souches émergentes du virus et améliorer ainsi I'efficacité des vaccins et les réponses

immunitaires induites.

Il serait également intéressant de faire une étude sur des échantillons représentatifs de chaque

type de production pour en déduire le programme vaccinal adéquat pour chaque filiére.
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g Recommandations et perspectives

Bien que les efforts de vaccination contre la MN soient concentrés dans le secteur de la volaille
domestique, d’autres especes d'oiseaux sont susceptibles d'étre infectées avec des souches de NDV.
Leur importance ne doit pas donc étre sous-estimée, car ils peuvent avoir un réle dans la propagation

du virus.

Pour compléter la vaccination, la lutte contre la MN peut étre facilitée par un diagnostic rapide
et une biosécurité rigoureuse. Cela comprend la mise en ceuvre des stations de quarantaine pour les
oiseaux importés, le contrdole du mouvement d’oiseaux et d’ceufs, ainsi que I’application de regles

strictes lors de 1’administration des vaccins.

Nous esperons que les recommandations proposées seront prises en compte dans la lutte
engagée depuis quelques années pour réduire I'impact économique négatif de la maladie de Newcastle

sur l'aviculture algérienne.
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ANNEXES




Annexe 1: LISTE DU MATERIEL UTILISE

Grand matériel :
o Réfrigérateur + 4°C
e Congelateur
e Centrifugeuse
o Ftuve
e Hotte
e Lecteur ELISA ‘TECAN’

Matériels consommables :
e Pipettes graduées de 2, 10, 20ml
e Micropipettes
e Microplaques en V
e Plaque ELISA
e Papier buvard
e Embouts stériles
e Ecouvillons
e Tubes Eppendorf
e Gants
e Boites de Pétri
e Tube vacutainer
e Solution tamponnée de formol a 10%
e Ecouvillons stériles
e Pots pour la bactériologie
e Ecouvillons secs

e Pots pour diagnostic virologique



Annexe 2 : RESULTATS DETAILLES OBTENUS DANS LE CADRE DU CONTROLE

VACCINAL :

A. Résultats obtenue pour le contréle vaccinal :

a.

Résultats ELISA :
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b. Résultats HI test :

NLP
Wil Filiere NLA | NLN - —
llaya IPV suffisante | 1PV satisfaisante | IPV bonne | Suspect
PsP 1 1
Béjaia
06 PD 5 4 1
PP 8 2 2 4
PsP 1 1
PR 4 4
Bouira PD 9 7 2
10 PP 2 1 1
PC 7 3 4
Ps Dinde 1 1
PsP 3 3
Tizi Ouzou PR 4 4
15 PD 8 2 4 2
PP 1 1
PsP 1 1
Msila
28 PD 5 5
PP 9 1 4 4
PsP 41 41
PR 4 3 1
BBA
PP 1 1
PC 1 1
PsP 3 1 2
Boumerdes
3 PP 4 3 1
PC 9 4 2 1 1 1
totale 138 4 9 17 38 70




Annexe 3 : RESULTATS DETAILLES OBTENUS DANS LE CADRE DU DIAGNOSTIC DE
LA MALADIE :

c. Résultats du test ELISA :

Wilaya Production NLS NLN NLP
PC 1 1
T1ZI OUZOU DINDE 1 1
pp 1 1
PC 1 1
BOUIRA
pp 3 3
MSILA pp 1 1
BOUMERDES PP
TOTAL 9 3 6

Répartition par wilaya :

La répartition par wilaya des résultats du test Elisa obtenus, sont rapportés dans le tableau 9 et la figure
5.

Tableau 9 : Nombre de lots positifs et négatifs obtenus par ELISA selon les wilayas (2018) :

wilaya Bejaia Bouira Tizi-Ouzou | M’Sila BBA Boumerdes
NLS 0 4 3 1 0 1
NLP 0 3 1 1 0 1
NLN 0 1 2 0 0 0
%NLP 0% 75% 33% 100% 0% 100%
%NLN 0% 25% 67% 0% 0% 0%
4,5 a 500%
4
3,5 3 400%
3
2,5 300%
2 200%
1,5 1 1
1 67% 100%
0,5 25% 33% 9 5
oo A oz B o B
Bejaia bouira Tizi-Ouzou M'sila BBA Boumerdes

NLS m%NLP m %NLN

Figure 5 : Nombre de lots positifs et négatifs obtenus par test ELISA selon les wilayas (2018)



Répartition par type de production :

La répartition par type de production des résultats du test Elisa obtenus, sont rapportés dans le
tableau 10 et la figure 6.

Tableau 10 : Nombre de lots positifs et négatifs obtenus par test ELISA selon les types de
production (2018) :

Production PsP PR PD PP PC Dinde
Total 0 0 0 6 2 1
NLP 0 0 0 6 0 0
NLN 0 0 0 0 2 1

NLP % 0% 0% 0% 100% 0% 0%
NLN % 0% 0% 0% 0% 100% 100%
8 800%
6
6 600%
4 400%
2 1
2 100% 100% 10095 200%
0 0 0 0% 0% 0%
0 - 0 0 - 0 - O%
PsP PR PD PP PC Dinde

Total mNLP % ®NLN %

Figure 6: Nombre de lots positifs et négatifs obtenus par test ELISA selon le type de
production (2018)



d. Résultats HI TEST :

NLP
Wilayas Filiere | NLA | NLN - —
IPV suffisante | IPV satisfaisante IPV bonne Suspect
) PP 3 1 2
Bouira
PC 1 1
PP 1 1
Tizi-Ouzou PC 1 1
Dinde 1 1
BBA PP 1 1
Boumerdes PP 1
Totale 9 3 0 1 2

Répartition par wilaya :

Le test d’inhibition de I’hémagglutination a été fait dans cette partie pour but de confirmer les
résultats obtenus par le test ELISA.

La répartition par wilaya des résultats du test HI obtenus, sont rapportés dans le tableau 11 et la
figure 7.

Tableau 11 : Nombre de lots positifs et négatifs obtenus par HI test selon les wilayas (2018) :

Wilaya Bejaia Bouira | Tizi Ouzou| M’Sila BBA Boumerdes
Total 0 4 3 0 1 1
IPV suffisante 0% 0% 0% 0% 0% 0%
PV 0% 25% 0% 0% 0% 0%
satisfaisante
IPV bonne 0% 0% 33% 0% 100% 100%
Suspect 0% 50% 0% 0% 0% 0%
NLN 0% 25% 67% 0% 0% 0%

NLP 0% 75% 33% 0% 100% 100%
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100% 100%
100%
75%
80% 67%
60% 50%
0 33%
40% 25% e
20%
0% 0%
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NLP =mNLN IPV suffisante IPV satisfaisante  ®IPV bonne m Suspect
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100%
80%
60%
40%
20%
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Figure 7 : Nombre de lots positifs et negatifs obtenus par HI test selon les wilayas (2018)

Répartition par types de productions :

La répartition par type de production des résultats du test HI obtenus, sont rapportés dans le
tableau 12 et la figure 8.

Tableau 12 : Nombre de lots positifs et négatifs obtenus par HI test selon les types de production

(2018) :

Production PsP PR PFP PD PP PC Dinde
Total 0 0 0 0 6 2 1
NLP 0% 0% 0% 0% 100% 0% 0%

IPV suffisante 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
PV 0% 0% 0% 0% 17% 0% 0%
satisfaisante

IPV bonne 0% 0% 0% 0% 50% 0% 0%

suspect 0% 0% 0% 0% 33% 0% 0%
120% 100% 100% 120%
100% 100%

80% 80%
60% 50% 60%
40% 33% 40%

. 17% .

20% 0% 0% 0% 0% I 20%

0% 0%
PsP/C PR PFP PD PP PC Dinde
NLP  mIPV suffisante IPV satisfaisante IPV bonne M suspect M NLN

Figure 8 : Nombre de lots positifs et négatifs obtenus par HI test selon les types de
productions (2018)




ABSTRACT:

Our work, carried out at theveterinary regional laboratory of Tizi-Ouzou, which covers 6 wilayas in the center of
the country, is divided into two parts. The first part consists of evaluating the immunity induced by vaccination against
Newecastle disease in 138 batches of domestic poultry, and comparing the results obtained by the two serological techniques
used: HI test and indirect ELISA. The second part aims to explore the different steps followed by the laboratory when
requesting a diagnosis of Newcastle disease. It also aims to initiate an epidemiological study on this pathology in 2018
through the 6 Wilayas concerned.

The results obtained during the vaccination control show that the tested batches generally expressed sufficient immune

status to protect them from possible invasion by the wild virus.

The values obtained by the two techniques, ELISA and HI test, were practically similar, except in a few cases where we
noticed that the HI test had a higher positive rate. This leads us to make two hypotheses; either that the HI test is more
specific than the ELISA, or that the latter technique is more sensitive. On the other hand, the HI test proved to be more
practical and economical than the ELISA. Finally, the epidemiological study revealed that 4/9 of the suspected batches of
Newcastle disease are assumed to be positive to confirmatory tests although they were supposed to be vaccinated against the

disease. These results lead us to think of the probable existence of a new viral variant on Algerian territory.

Key words: Newcastle disease, HI test, indirect ELISA, Diagnosis, Vaccine control.
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