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INTRODUCTION



ﬁ Introduction

La maladie Newcastle est I’une des pathologies figurant dans la liste des maladies a déclaration
obligatoire de I’OIE. Cette pathologie, qui affecte la majorité des volailles, ne cesse de prendre de
I’ampleur en causant des dommages tres importants en aviculture, ce qui engendre d’énormes pertes

économiques.

Notre projet de fin d’étude, focalisé sur le diagnostic de la maladie de Newcastle s’est effectué
au niveau du Laboratoire Vétérinaire Régional de la wilaya de Tizi-Ouzou durant 1’année 2018. Ce
travail avait comme principaux objectifs; d’une part 1’évaluation des techniques de diagnostic
utilisées dans le laboratoire pour la détection et le contrdle de la maladie en cause, d’autre part la
réalisation d’une étude épidémiologique durant I’année 2018 dans les 6 wilayas appartenant au zoning
du laboratoire. Ce travail nous avait permis de confirmer que 4 foyers sur les 9 suspectés étaient
atteints de la maladie de Newcastle, et ce bien que les sujets étaient supposes avoir été correctement

vaccinés contre cette pathologie.

Afin de compléter notre précedent travail, nous nous sommes intéressées dans ce travail de
Master a 1’étude histopathologique des 4 lots confirmés positifs au virus de la maladie de Newcastle.
Cette technique histopathologique consiste a examiner un échantillon préparé sous microscope pour
étudier les tissus et/ou les cellules, dans le but de pouvoir diagnostiquer plusieurs pathologies.
Cependant, il faut noter que cette technique n’est pas souvent utilisée dans les laboratoires vétérinaires

pour le diagnostic de la maladie de Newcastle.
Le présent travail a pour but de tenter d’apporter des réponses aux questions suivantes :

e Cette technique permet-elle seule ou associée a d’autres tests le diagnostic de la maladie de

Newecastle ?

e Quelles sont les lésions histopathologiques engendrés par ce virus dans les différents organes
atteints ?

e Et enfin, pourrait- elle nous permettre d’infirmer ou de confirmer 1’hypothése émise lors de

notre PFE, qui consistait en la probabilit¢ de la circulation d’une nouvelle souche virale ?
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I. Définition de la maladie de Newecastle :

La maladie de Newcastle (Newcastle Disease : ND) a été découverte en Indonésie en 1926
(Kraneveld, 1926), mais elle a tirée son nom de la ville de Newcastle-on-Tyne en Angleterre, ou elle est
apparue en 1927(Doyle, 1927). Elle est nommée également peste aviaire atypique, pseudo-peste
aviaire, maladie de Ranikhet ou encore pneumo-encéphalite (OIE, 2011).

La ND 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
pathogenes. Elle est caractérisée par une grande variabilité de morbidite, mortalité, signes cliniques et
Iésions. Elle atteint principalement les poulets et les dindes, ainsi que de nombreux oiseaux sauvages et

domestiques (Meulemans et al., 2015).

Il.  Importance :

La ND figure dans la liste des maladies notifiables de I’OIE. Elle est constatée dans le monde
entier et 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).

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).

L’impact économique de la ND 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 controle, telles que la vaccination et les tests répétés afin de maintenir leur statut indemne,
représentent une perte énorme pour 1’industrie avicole. Dans les pays en voie de développement ou les
ceufs et la viande de volaille constituent la principale source de protéines, le virus de la maladie, de par
sa circulation endémique, représente un frein au développement de la production avicole (Meulemans
et al., 2015). Cette maladie 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).

En termes de santé publique, parallelement a sa contribution a la malnutrition, la ND est

considérée comme une anthropozoonose mineure (Meulemans et al., 2015).

2
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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 ’infection (Capua et al., 1993 ; Chen et al., 2002 ;

Roy et al., 2005).

La transmission 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 respiratoires. 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, systtme nerveux) (Tableau 1). Le

virus disparait peu a peu du sang et des organes des oiseaux infectés en quelques semaines (Guérin et

al., 2016).

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 Apathogene
I Oiseaux aquatiques Asymptomatique Apathogene
Amérigue du o, . Lentogéne,
Il a Gallinaces domestiques Neurotrope o g P
Nord mésogene, vélogéne
Il Asie Gallinacés domestiques Viscérotrope Mésogéne, vélogéne
v Europe Gallinacés domestiques Viscérotrope Vélogene
Amérique du | Gallinacés domestiques, . s
1 \Y a a Viscérotrope Vélogene
Sud cormorans
Asie et Gallinacés domestiques, ., s
Vi . . q Viscerotrope Vélogene
Moyen-Orient pigeons
Extréme- Gallinacés domestiques, . s
Vil . . a Viscérotrope Vélogene
Orient oles
VI Afrique Gallinacés domestiques Viscérotrope Vélogéne
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IV. Etude clinique :

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

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

IV.1. Symptomes :

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

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

Quatre formes cliniques peuvent coexister (Guérin et al., 2016) :

1. Formes suraigués : Il s’agit d’une atteinte générale grave, avec mortalité brutale survenanten 1 a 2

jours sur plus de 90% des effectifs (Guérin et al., 2016).

2. Formes aiqués :

e La ND vélogene 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 fagcon 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 vélogénes, les taux de
mortalité des oiseaux pleinement sensibles atteignent 90 a 100% (Guérin et al., 2016).

e Les manifestations cliniques d’une infection par des virus mésogenes dépendent beaucoup de

I’4ge des animaux infectés. Chez les jeunes oiseaux, la morbidité au sein d’un troupeau peut
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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 mésogene
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 1’exacerbation des signes respiratoires. Il existe également des
complications (mycoplasmose, colibacillose, pasteurellose). Une chute de ponte est observée chez
les pondeuses. Plus rarement, apparaissent des signes de diarrhée et de paralysie (Capua et
Alexander, 2013).

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

plus fréquente que 1’on pourrait le supposer (Capua et Alexander, 2013).
Le tableau 2 donne un apergu général des symptomes prédominants visibles lors d’atteinte des 4
formes de la maladie de Newcastle.

Tableau 2 : Pathologie observée chez la volaille lors d’une infection par le Newcastle Disease Virus

(Capua et Alexander, 2013)

Pathogénicité
Symptomes S i
) Veélogene o . Asymptomatique
dominants _ Mésogéne Lentogene )
Viscérotrope | Neurotrope Entérotrope

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

Sévérité des symptdmes observeés : +++ : fort ; ++ : intermédiaire ; + : Iéger ; - absent ; les signes observés uniquement
chez les jeunes animaux sont indiqués entre parenthéses. CNS : systéme nerveux central
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IV.2. Lésions macroscopiques :

Comme pour les signes cliniques, les l1ésions macroscopiques et les organes atteints des oiseaux
infectés par le NDV dépendent du pathotype du virus en cause, de 1’hote et de tous les autres facteurs
déterminant la gravité de la maladie. Aucune Iésion pathognomonique n’est associée a une variante
particuliere de la maladie. Les Iésions macroscopiques peuvent également étre inexistantes.

Suite a une atteinte par le NDV virulent, les cadavres d’oiseaux sont généralement d’aspect
fiévreux et déshydraté. Dans les formes aigués de I’infection causée par ces virus, des hémorragies
diffuses peuvent étre les seules Iésions manifestes. Les lésions hémorragiques (pétéchies et petites
ecchymoses) associées a une infection par du NDV virulent se situent souvent sur ’intestin,
majoritairement au niveau de la muqueuse du proventricule, du cacum et de ’intestin. Des foyers
nécrotiques sont parfois observes sur le pancréas. La rate, les plaques de Peyer, les amygdales cacales
et d’autres formations lymphoides, situées principalement sur la paroi intestinale, sont
considérablement atteintes, d’ou le terme viscérotrope attribué a cette forme de ND. Ces zones
deviennent progressivement cedémateuses, hémorragiques, nécrotiques et ulcéreuses. Chez les poulets
morts de vwND (very virulent Newcastle Disease), les zones lymphoides peuvent parfois étre
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 généralement pas présentes dans le systeme nerveux
central des oiseaux infectés par le virus, indépendamment du pathotype et de ’espece.

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 aprés 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).

IVV.3. Lésions microscopiques :
La ND provoque des lésions microscopiques irréversibles qui touchent les organes cibles,
représentees entre autres par :
e Des inclusions intracytoplasmiques dans les cellules de I’épithélium trachéal.
e Des lésions d’encéphalite avec dégénérescence et infiltration lymphocytaires.

e Une pancréatite interstitielle.
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e Lathrombose des petits vaisseaux, nécrose des cellules endothéliales des vaisseaux.
e De I’hyperplasie des cellules réticulo-histiocytaires.
e Des lésions dégénératives de la zone médullaire de la bourse de Fabricius.

e FEtde I’atrésie des follicules ovariens.

V. Diagnostic :
Le diagnostic peut étre clinique, expérimental et parfois différentiel.

V.1. Diagnostic clinique :
Les signes cliniques, les lésions et le contexte épidémiologique permettent en général de
suspecter la ND. Cependant, le diagnostic doit toujours étre confirmé par isolement et des analyses de

laboratoire (Meulemans et al., 2015).

V.2. Diagnostic expérimental :
Plusieurs techniques de diagnostic ont été mises en évidence pour la détection du NDV ; on

distingue :

V.2.1. Techniques de diagnostic indirectes :

Le diagnostic sérologique des infections a APMV-1 est effectué par la recherche des anticorps
specifiques par :

e Le test d'inhibition de I'némagglutination (HI Test) :

Il s’agit d’une technique immuno-hématologique permettant la mise en évidence de la fixation
spécifique des anticorps aux sites antigéniques de la glycoprotéine HA entravant ainsi la liaison entre
cette molécule et les récepteurs des érythrocytes (Meulemans et al., 2015).

e ELISA (Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay) :
C’est une technique immuno-enzymatique qui repose sur différentes stratégies de détection des

anticorps anti-NDV (ELISA indirect, en sandwich, de compétition...) (Brown et al., 1990).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Immuno-h%C3%A9matologie
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V.2.2. Techniques de diagnostic directes :
e Isolement du virus :

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). Il peut étre réalisé sur ceufs de poule
embryonnés ou sur culture cellulaire.

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. 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 derniére décennie, de nombreux protocoles ont été publiés concernant la
détection par RT-PCR du paramyxovirus aviaire de type 1. Une revue technique décrivant les
protocoles conventionnels de RT-PCR en point final a été présentée par Aldous et al.(2004). Plus
récemment, des protocoles de PCR en temps réel 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).

e Histopathologie :

Garside (1965) et Mayor (1968) pensentque I’histopathologie peut, de par sa rapidité et sa

précision relative, constituer un atout précieux pour le diagnostic expérimental et différentiel avec les

différentes pathologies aviaires.

V.3. Diagnostic différentiel :
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La maladie de Newcastle est difficile a différencier de l'influenza aviaire (I1A), le coryza, en
effet les symptomes dans ces dernier sont presque identique.

Le diagnostic différentiel pour les signes nerveux (SNC) concerne I'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 selénium.

Le diagnostic différentiel pour les signes respiratoires concerne la bronchite infectieuse (BI), la
laryngotrachéite infectieuse (LTI), la mycoplasmose, I'aspergillose, la rhinotrachéite du dindon, la

psittacose et une forme diphtérique de la variole aviaire (Capua et Alexander, 2013).



Partie experimentale



MATERIELS ET METHODES




ﬁ Partie expérimentale : Matériels et méthodes

Objectifs :
Ce travail a pour objectif d’affiner et de compléter par des examens histopathologiques les
résultats de I’¢tude abordée dans notre projet de fin d’étude qui nous a permis, a travers une variété de

tests, de révéler que 4 foyers de volailles sont atteints par la maladie de Newcastle.

On espére arriver a déterminer les Iésions que provoque le NDV d’un point de vue

microscopique sur différents organes et comparer nos résultats avec ceux d’autres chercheurs.

On voudrait également parvenir a évaluer la technique histopathologique dans le diagnostic de

la maladie de Newcastle.

I. Lieu et durée de I’étude :
Notre expérimentation s’est déroulée dans le service de nécropsie du Laboratoire Vétérinaire
Régional (LVR) de Draa-Ben-Khedda et dans le laboratoire d’histopathologie de 1’école nationale
supérieure vétérinaire d’Alger (ENSV). La récolte des échantillons et la réalisation de

I’expérimentation c’est étalée de janvier 2018 a décembre 2019.

Il. Description du Laboratoire Régional de Draa-Ben-Khedda :

Le laboratoire vétérinaire régional de Draa-Ben-Khedda fait partic 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, hygiene alimentaire, bactériologie et virologie/rage dans
lequel notre travail a été effectué.

Ce laboratoire assure le contrble 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 vétérinaires.

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

o Il réalise des enquétes épidémiologiques et participe a [’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.

10
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e Et il contribue a la lutte contre les zoonoses, en liaison avec les institutions et organismes

concernes.

I11. Description du Laboratoire d’histopathologie :
Le laboratoire d’histopathologie appartient au service anatomo-pathologique de 1’école

nationale supérieure vétérinaire d’Alger (ENSV).

Ce laboratoire a pour role de préparer et d’étudier la structure des tissus a des fins
pédagogiques. Il prend également en charge des prélévements sélectionnés lors de 1’analyse
macroscopique, des biopsies et des nécropsies réalisées par les cliniciens de 1’établissement pour poser

un diagnostic.

IV. Population étudiée :

Dans le cadre de notre projet de fin d’études réalisé antérieurement, 9 lots ont été suspectés
d’étre atteints de la maladie de Newcastle malgré la bonne effectuation de la vaccination. Apres des
examens cliniques, lésionnels, sérologiques et directs, nous avons confirmé que 4 de ces 9 lots étaient
effectivement atteints de cette pathologie. Ainsi, I’étude histopathologique menée dans le cadre de ce
travail, s’est déroulée sur ces 4 lots.

Ces lots atteints appartiennent tous a des élevages de poules pondeuses agées entre 37 jours et
46 semaines provenant des wilayas de Bouira, M’Sila, Tizi-Ouzou et Boumerdes.

Sachant qu’un lot comporte entre 2000 et 200 000 sujets, dans chaque lot étudié nous avons
prélevé un échantillon aléatoire de 10 sujets sur lesquels nous avons effectué une nécropsie puis un

prélevement des organes présentant des lésions.

11
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V. Matériels :

V.1. Matériel de Nécropsie :

Les instruments habituellement utilisés lors de 1’autopsie sont :
- Petits ciseaux (entérostomes).
- Costotome,
- Pinces fines.
- Couteau.
- Bistouri.

V.2. Matériel d’histopathologie :

° Matériel usuel :

- Bistouri

- Pinces

- Cassettes d’inclusion
- Moules d’inclusion

- Verrerie

- Lames de verre et lamelles

. Matériel spécifique :

- Microtomes

- Plaque froide

- Sécheur de lame

- Bain marie histologique chauffé a 41°C
- Etuve réglée a51°C

- Microscope optique

12
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. Materiel biologique :
- Trachées

- Rates

- Proventricules

- Ceecums

- Foies

- Cerveaux

- Grappes ovariennes

° Produits utilisés :

- Formol a 10%
- Toluéne
- Ethanol (alcool) a 100%, 90% et 70%.

- Paraffine

° Colorants utilisés :

- Hématoxyline de Harris

- Eosine

13
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V1. Méthodes :

VI.1. Nécropsie:

Le but de I’autopsie est de permettre d’établir un diagnostic en se basant sur des lésions
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, par le laboratoire vétérinaire régional de Draa-Ben-Khedda, 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 signhale des problémes
locomoteurs. Les signes cliniques observes pourraient orienter vers I’examen d’un systéme en
particulier (Figure 1)

L’euthanasie des oiseaux est effectuée par saignée.

L’autopsie débute par le mouillage des plumes a I’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 I’articulation coxo-
fémorale en évitant de provoquer des artefacts par rupture de la téte fémorale (Figure 2). Une incision
est pratiquée afin de relever la peau de I’abdomen et du bréchet.

Les muscles sont examinés par une incision pour veérifier I’aspect du muscle pectoral profond.
La taille des muscles du bréchet sert également d’indicateur quant a I’état d’embonpoint de I’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’0s coracoide
et la clavicule sont coupés d’un coté, ce qui permet de récliner le bréchet pour découvrir la cavité
ceelomique en entier (figure 03). Sont examinés par la suite le sac péricardique et les sacs aeriens. Le
ceeur 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 couleurs rose saumon
et plutot secs. lls sont par la suite décollés doucement des cotes, sectionnés au niveau médian et enlevés
de la cavité. Le foie est d’abord examiné, puis, une fois le septum post-hépatique incisé (ou parfois
déchiré), le foie et les estomacs sont réclinés sur le coté droit de 1’oiseau afin d’exposer la rate. Un
prélevement est réalisé pour examen histologique. Le mésentére est détaché de facon a permettre
I’examen des intestins sur toute leur longueur tout en les laissant fermés. Lors d’une suspicion

14
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d’entérite (intestins dilatés, congestionnés ou de couleur anormale), les intestins ne sont ouverts qu’a la
fin de 1’autopsie, ceci afin d’éviter de contaminer les autres organes. Lorsque I’entérite est évidente, les
segments intestinaux sont extériorisés et des segments sont prélevés. Certains sont conservés dans du
formol (pour le 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’anamneése a signalé une paralysie des pattes, plus particuliérement chez le poulet, il
est procédé a I’examen des plexus sciatiques situes 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 1’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
préléevements sont réalisés si des lésions 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 est également réalisé. Par la suite, le proventricule et le gésier
sont ouverts par incision pour en évaluer le contenu et ’aspect de leur muqueuse. Un prélévement
d’une section longitudinale incluant les deux estomacs est effectué pour examen histologique, ainsi
qu’une section de I’anse duodénale avec le pancréas si des 1ésions macroscopiques sont constatées. Les
prélévements sont conservés dans du formol a 10%.

L’examen de la bourse cloacale située dorsalement a la jonction entre le rectum et le cloaque est
également réalisé. Par la suite, la téte est séparée du cou puis la peau de la téte est réclinée vers 1’avant.
La bofte cranienne est défaite avec des pinces ou des ciseaux en commengant au niveau du foramen
magnum pour examiner le cerveau in situ. Ce dernier est enlevé délicatement et coupé
longitudinalement en deux parties, 1’une est placée dans du formol a 10% et l'autre utilisée pour

d’autres tests diagnostiques éventuels.
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Figure 1 : Examen ante mortem Figure 2 : Mise en décubitus dorsal et

(Photo personnelle, LVR TO, 2018) désarticulation des membres postérieurs
(Photo personnelle, LVR TO, 2018)

Figure 3 : Cavité ceelomique exposée Figure 4 : Eviscération et inspection des organes
(Photo personnelle, LVR TO, 2018) (Photo personnelle, LVR TO, 2018)
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IV.2. Méthode Histopathologique :

L’histopathologie est I’¢tude microscopique des tissus organiques, elle joue un réle essentiel
dans le diagnostic, le pronostic et le suivi de I’état pathologique.

Dans cette étude, la méthode utilisée comprend les étapes suivantes :
a) Prélevement du tissu et conservation :

Apres la nécropsie, différents prélevements ont été réalisés a partir des organes des sujets

appartenant aux 4 lots confirmés atteint de la maladie de Newcastle.

Les organes prélevés sont conservés dans des flacons de prélévements contenant une solution
de fixation a base de formol a 10%, ou nous avons indiqué le numéro de lot, la date du préléevement et

le type d’organes.
La durée de fixation s’est étalée sur plusieurs mois.
b) Déshydratation et éclaircissement

Dans le laboratoire d’histopathologie, les organes fixés sont triés, découpés en morceaux
d’environ 1 cm de longueur, 1cm de largeur et 0,5cm d’épaisseur, puis placés dans des cassettes

d’inoculation identifiées.

Pour éviter leur durcissement, les prélevements sont conservés dans un bain d’attente contenant
de I’alcool a 70% durant 24h. Ensuite, ils sont passés dans 6 bains d’alcool ( figure 5) , du moins
concentré au plus concentré (90%, 95% puis 100%), puis placés dans 2 bains successifs contenant du
toluéne pendant 2 a 3 heures.

c) Imprégnation et blocage :

Les cassettes sont immergées pendant 12 heures dans de la paraffine liquide chauffée a une

température de 56°C afin de fournir un support interne a la coupe.

Un support externe a également été effectué en preparant un bloc de paraffine. Ainsi, pour
réaliser le blocage, chaque prélévement confectionné est placé dans un moule d’inclusion contenant de
la paraffine liquide, recouvert par sa cassette correspondante puis blogué en versant encore de la
paraffine liquide jusqu'a remplissage total du moule. Ce dernier est par la suite placé sur une plaque

refroidissante (figure 6).
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d) Réalisation des coupes et fixation du tissu sur la lame :

Apres refroidissement complet et démoulage (figure 7), chaque bloc de paraffine contenant le

prélévement est fixé sur le microtome réglé a 0,5 mm d’épaisseur puis découpé en rubans (figure 8).

Des sections de ruban ont été confectionnées et mises directement dans un bain-marie a 41°C
pour éviter le pliage de la section d’organe (figure 9), ces derniers sont récupérés sur des lames propres
préalablement identifiées. Deux lames sont réalisées pour chaque prélévement. Les lames sont d’abord
placées sur une plaque chauffante (figure 10), puis transférées dans une étuve pour une durée d’au

moins 12 heures pour un séchage parfait.
e) Déparaffinage et réhydratation :

Le déparaffinage est réalisé en placant les lames dans 2 bains de toluene pour une durée de 7

min et 5 min respectivement pour le premier et le deuxiéme.

Les lames sont ensuite réhydratées dans 3 bains successifs d’éthanol (alcool) a concentrations
décroissantes 100%, 90% et 70% pour une durée d’une minute par bain. Puis rincées a I’eau du robinet

sur 3 bains successifs d’une durée d’1 minute par bain.
f) Coloration a hématoxyline éosine:

Pour confirmer I’existence d’éventuelles 1ésions et modifications cellulaires, nous avons opté

pour I’utilisation de la coloration a I’hématoxyline éosine (HE) comme le montre la figure 11.

Les lames sont d’abord imprégnées dans un bain d’hématoxyline de Harris durant environ 90
secondes pour colorer le noyaux, puis passées dans 3 bains successifs d’eau courante pendant une durée
d’1minute par bain afin d’évacuer 1’exces de coloration. Pour terminer un bain d’éosine d’une durée de

5 min est réalisé pour la coloration du cytoplasme de la cellule.
g) Déshydratation et éclaircissement :

La déshydratation est réalisée en faisant passer les lames dans 3 bains successifs d’éthanol a des
concentrations croissantes 70% et 90% pour une duree de 30 secondes par bain, puis a 100% pendant

1minute.

L’éclaircissement des lames est réalisé par leur trempage dans 2 bains successifs de toluéne de

5 minutes chacun.
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h) Montage et lectures des lames :

Une goutte de résine synthétique est versée sur la lame préparée et recouverte directement par

une lamelle puis laissée a sécher pendant une durée de 24h (figure 12).

La lecture est faite par examen des coupes histologiques au microscope optique. Pour chaque

organe préleve, toutes les Iésions observées ont été décrites en détail.

Figure 5 : Prélevement, fixation, déshydratation et éclaircissement des prélévements de trachées

(Photo personnelle, ENSV, 2018)

Figure 6 : Imprégnation et enrobage de paraffine (Photo personnelle, ENSV, 2018)
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Figure 7 : Refroidissement et démoulage des blocs de paraffine (Photo personnelle, ENSV, 2018)

Figure 8 : Microtomie des blocs de Figure 9 : Etalement des rubans
paraffine (Photo personnelle, ENSV, 2018) (Photo personnelle, ENSV, 2018)
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Figure 10 : Séchage des lames Figure 11: Coloration des lames

(Photo personnelle, ENSV, 2018) (Photo personnelle, ENSV, 2018)

Figure 12 : Montage des lames (Photo personnelle, ENSV, 2018)
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I. Résultats des examens cliniques :
I.1. Symptdmes :

Chez les 4 lots testés, atteints de la maladie de Newcastle, les symptomes observes sont presque
tous similaires. En effet, selon les constatations des vétérinaires praticiens responsables du suivi de ces
cheptels, et selon nos propres observations sur les échantillons acheminés au laboratoire, les
manifestations cliniques observées sont une association de symptdémes digestifs, respiratoires et
nerveux, avec une prédominance des symptdmes nerveux et une importante chute de production,

parfois méme dans certain cas un arrét de production.

La mort des sujets atteints survenait entre 48h et une ou deux semaines apres 1’apparition ou

non des premiers symptémes, le pourcentage de mortalité était également tres variable (Figure 14).

Les symptdmes respiratoires observés étaient caractérisés par du jetage, des éternuements, de la
conjonctivite et un cedéme facial (Figure 16). Les symptdmes digestifs observés quant a eux se sont
manifestés au début par des diarrhées blanchatres et/ou verdatres (Figure 18), avec une congestion et
une hypertrophie cloacale (Figure 20), puis une perte d’appétit et de I’abattement (Figure 13). Enfin, les
symptdmes nerveux constatés étaient soit des convulsions, et/ou des paralysies totales ou partielles et

des torticolis (Figure 15).

F|gure 13: Signes généraux : Flgure 14: Taux de mortalité élevé
(Photo personnelle, LVR TO, 2018)
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Figure 15 : Aspects cliniques de I’encéphalite rencontrée dans la maladie de Newcastle : torticolis et
paralysies (Photo personnelle, LVR TO, 2018)

Figure 16: (Edéme facial avec exsudat Figure 17: Conjonctivite
oculaire. Signes de cyanose visibles
surtout au niveau de la créte (Photo personnelle, LVR TO, 2018)

(Photo personnelle, LVR TO, 2018)

Figure 18 : Diarrhée, fientes collantes ou liquides verdatres parfois hémorragiques
(Photo personnelle, LVR TO, 2018)
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1.2. Lésions macroscopiques
Apres dépouillage des carcasses lors de la nécropsie, plusieurs Iésions sur différents organes des

appareils respiratoire, digestif, nerveux et génital ont pu étre mises en évidence, telles que :

- Des tracheites hémorragiques (Figure N°19).

- Des hémorragies dans certains ventricules succenturiés et gésiers (Figure N°21).
- De la splénomégalie (Figure N°22).

- Des cloacites hémorragiques (Figure N°20).

- De la congestion et présence de kystes dans la grappe ovarienne (Figure N°23).
- De la congestion des oviductes (Figure N°24).

- Des péritonites.

$
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Figure 19 : Trachéites hémorragique Figure 20: Cloacites hémorragiques

(Photo personnelle, LVR TO, 2018) (Photo personnelle, LVR TO, 2018)

-

24



ﬁ Partie expérimentale : Résultats
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Figure 22: Splénomeégalie (Photo personnelle, LVR TO, 2018)

Figure 23 : Hémorragie de la grappe
ovarienne, atrophie des follicules et
présence de kyste ovarien
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Figure 24 : Utérus hémorragique
(Photo personnelle, LVR TO, 2018)
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1.3. Lésions microscopiques :

L’étude histopathologique a été effectuée sur les organes suivants: trachée, rate, foie,
proventricule, caecum, cerveau et ovaires. Les symptdémes et Iésions macroscopiques étaient presque
identiques, ¢’est pour cela que nous avons fait en sorte de prélever les mémes organes pour tous les lots

étudiés. Les lésions observées étaient comme suit :
1.3.1. Lésions de la trachée :

- Desquamation de I’épithélium trachéal et forte infiltration de la muqueuse par des cellules
inflammatoires (lymphocytes et macrophages) (figure 25, figure 29).

- Présence de follicules lymphoides.

- Hyperplasie (Epaississement) de la muqueuse trachéale (figure 25, figure 26).

- Dégénérescence des glandes de la sous muqueuse (figure 26).

- Présence d’inclusions cellulaires (figure 27).

- Hypertrophie de faisceaux nerveux (figure 28).

- Vascularites (figure 28).

- Nécrose hémorragique (figure 29).

NS N
Figure 25: Desquamation, hyperplasie et forte

infiltration de la muqueuse trachéale par des cellules
inflammatoires x100 (Photo personnelle, 2019)

Figure 26: Dégénérescence des glandes
trachéales x400 (Photo personnelle, 2019)
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Figure 27: Inclusions cellulaires dans la Figure 28: Hypertrophie d’un faisceau nerveux et
mugueuse trachéale x400 vascularite au niveau de la trachée x400
(Photo personnelle, 2019) (Photo personnelle, 2019)

Figure 29: Nécrose au niveau des tissus musculaires et
cartilagineux de la trachée avec desquamation de
I’épithélium x100 (Photo personnelle, 2019)
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1.3.2. Lésions de la rate :

- Hypertrophie tissulaire avec hyperplasie cellulaire.

- Vascularite et infiltration de cellules inflammatoires (Figure 30).

- Prolifération des histiocytes (Figure 30).

- Hyperplasie des fibres musculaires lisses des vaisseaux sanguins (Figure 30, Figure 32).
- Zones de nécrose cellulaire avec aspect d’éosinophilie (Figure 31).

- Présence d’cedémes (Figure 31).

- Inclusion cytoplasmique avec pycnose, caryolyse et caryorrhexie (Figure 32).

- Forte désorganisation tissulaire, perte de la morphologie histologique habituelle.

Figure 30: Vascularite, hyperplasie des fibres musculaires lisses des vaisseaux sanguins,
prolifération des histiocytes et forte infiltration de cellules inflammatoires au niveau de la rate x400
(Photo personnelle)

Figure 31: Zones de nécrose cellulaire avec un . _ . .
cedéme prononcé au niveau de la rate x400 Figure 32: Inclusions cytoplasmiques avec
(Photo personnelle, 2019) pycnose, caryolyse et caryorrhexie au
' niveau de la rate x1000

(Photo personnelle, 2019)
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1.3.3. Lésions du proventricule :

- Infiltration diffuse et en amas de la muqueuse par des cellules inflammatoires (Figure 33,
Figure 34).

- Nécrose de I’épithélium des villosités proventriculaires (Figure 34).
- Infiltration des glandes par des cellules inflammatoires (Figure 35).

- Nécrose des canaux et désorganisation du tissu glandulaire (Figure 36).

Figure 33: Infiltrations en amas par les Figure 34: Forte infiltrations diffuse des cellules
cellules inflammatoires au niveau de la inflammatoires et nécrose de I’épithélium des
muqueuse du proventricule x100 villosités proventriculaires x400
(Photo personnelle, 2019) (Photo personnelle, 2019)

Figure 35: Présence d’une forte infiltration par les
cellules inflammatoires au niveau des glandes
sécrétoires du proventricule x400
(Photo personnelle, 2019)

Figure 36: Nécrose des canaux glandulaires et
désorganisation du tissu glandulaire du proventricule x400
(Photo personnelle, 2019)
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1.3.4. Lésions du ceecum :

- Epaississement des villosités en raison d’une forte infiltration de cellules inflammatoires avec

épithélium desquamé (Figure 37).

Figure 37: Epaississement des villosités caecales avec une forte infiltration de cellules inflammatoires
x40 x100 (Photo personnelle, 2019)

1.3.5. Lésions hépatiques :

- Infiltration péri-portale par les cellules de Kupffer et des lymphocytes (Figure 38).

- Infiltration focale des cellules inflammatoires dans les sinusoides (Figure 39).

- Début de nécrose des cellules hépatiques (Figure 40).

Figure 38: Infiltration péri-portale au
niveau du foie x400
(Photo personnelle, 2019)

.

Figure 39: Infiltration focale de cellules
inflammatoires au niveau d’un sinusoide
hépatique x400 (Photo personnelle, 2019)
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Figure 40 : Nécrose de cellules hépatiques avec pycnose et éosinophilie x1000
(Photo personnelle, 2019)

1.3.6. Lésions cérébrales :

- Dégeénérescence et nécrose cérébrale (Figure 41).

- Congestion des vaisseaux sanguins (Figure 42).

Figure 41: Nécrose et dégénérescence
cérébrale x400
(Photo personnelle, 2019)

Figure 42: Congestion d’un vaisseau
sanguin cérébral x400
(Photo personnelle, 2019)
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1.3.7. Lésions de la grappe ovarienne :

- Dégénérescence et infiltration du parenchyme ovarien par des cellules inflammatoires (Figure
43).

- Congestion hemorragique (Figure 44).

- Vascularite avec congestion active au niveau des artérioles (Figure 45).

- Dégénérescence de la paroi des artérioles (Figure 45).

- Présence d’cedéme fibrineux du tissu ovarien (Figure 46).

- Présence de plages de nécrose (Figure 47).

- Inclusion cellulaire (Figure 48).

Figure 43:Dégénérescence et infiltration du parenchyme ovarien par des cellules
inflammatoires x400 (Photo personnelle, 2019)

Figure 44: Congestion Figure 45: Congestion active au niveau

hémorragique du parenchyme d’une artériole et dégénérescence de sa
ovarien x100 paroi x400 (Photo personnelle, 2019)

(Photo personnelle)
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Figure 46: Edemes fibrineux au Figure 47: Plages de nécrose au niveau
niveau du tissu ovarien x100 de la grappe ovarienne x100
(Photo personnelle, 2019) (Photo personnelle, 2019)

Figure 48 : Inclusions cellulaires avec une eosinophilie
et degénérescence cellulaire x1000
(Photo personnelle, 2019)
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Bien qu’il n y’ait pas de signes cliniques et de lésions de la maladie de Newcastle assez
specifiques pour étre considérés comme étant pathognomoniques (McFerran et McCracken ,1988),
I’anamnese, les manifestation cliniques et les 1ésions macroscopiques que nous avons recueilli nous ont

permis néanmoins, lors de notre précédente étude, d’orienter nos suspicions vers cette pathologie.

En effet, des analyses sérologiques et directes ont confirmé que les 4 lots qui ont fait I’objet de
cette étude ont été atteints par le virus de la Maladie de Newcastle. Ces derniers, présentaient un large
tableau cliniqgue avec une prédominance, respectivement, de symptomes nerveux, digestifs et
respiratoires. Ces signes cliniques, ainsi que les lésions constatées, sont similaires a ceux décrits par de
nombreux auteurs (Cheville et al., 1972; Lancaster 1981; McFerran et McCracken 1988; Parede et
Young 1990; Kouwenhoven 1993; Alexander 1997)

L’étude histopathologique effectuée sur, le cerveau, la trachée, le proventricule, le foie, la rate,
le caccum et les ovaires, a révélé que I’ensemble des lésions rencontrées dans ces organes sont
semblables chez les 4 lots étudiés. Cette uniformité de Iésions pourrait signifier que la souche de NDV

circulante au centre du pays est la méme.

En histopathologie les atteintes virales sont caractérisées par la présence d'inclusions cellulaires
(intranucléaires et intracytoplasmiques) comme le démontre Joklik (1980) dans son étude. En effet les
résultats obtenus ont révélé la présence dans plusieurs organes (trachée, rate et ovaires) de zones de
dégénérescence accompagnée d’inclusions cellulaires. Notant que ses échantillons sont issus de lots
confirmés atteint de la maladie de Newcastle, cela nous permet de penser que ces Iésions sont dues au
virus de la ND. Différentes études effectuées sur la maladie de Newcastle ont confirme la présence
d’inclusions cellulaires dans les tissus. Ainsi, Garside (1965) a observé des inclusions cytoplasmiques
dans I'épithélium trachéal de deux poulets morts de ND, et Katoh (1977) a décrit des inclusions
similaires dans I'épithélium trachéal et conjonctival de poulets inoculés par voie intratrachéale ou
intraoculaire avec une souche vélogene viscérotrope de NDV. Butler (1960) a également confirmé la

présence d’inclusions cytoplasmiques dans des cultures d'organes trachéaux infectés par le NDV.

Dans notre étude plusieurs lésions ont été décrites dans la trachée, ainsi les infiltrats
hétérophiles et lymphocytaires, la dégénérescence de la muqueuse et des glandes de la sous muqueuse
sont des lésions caractéristiques des infections a paramyxovirus aviaire de type 1 et de la bronchite
infectieuse (Abdul-Aziz et al., 2016); cependant, il est important de souligner que ces lésions ne sont

spécifiques pour aucune de ces deux maladies.
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En revanche des lésions de trachéite nécrosante, hémorragique et I'hyperplasie épithéliale ont été
observées et sont considérées par certains auteurs comme des lésions pathognomoniques de la ND. En
effet Gouffaux et al. (1977) ont montré lors de leurs études réalisées sur les éléments du diagnostic
histopathologique différentiel des principales affections respiratoires de la poule, que I'inoculation de
souches vélogenes a des poulets non vaccinés induisait des réactions inflammatoires violentes qui
évoluent en quatre a cing jours en une trachéite aigué nécrosante et hémorragique. Ces observations
concordent avec celles de Beard et Easterday (1967) et Cheville et al. (1972). D’autre part les études de
Jungherr (1960), Garside (1965) et Mayor (1968) ont montré que 1’hyperplasie épithéliale dans les
mugqueuses trachéales est une lésion caractéristique de la maladie de Newcastle.

Les lésions microscopiques que nous avons constatées au niveau de [’appareil digestif sont
également similaires a celles rapportées par plusieurs études sur la maladie de Newcastle. Notamment,
I’infiltration des cellules inflammatoires dans la sous-muqueuse du caecum, ainsi que dans la couche
glandulaires du proventricule (Etriwati et al., 2017), en plus de la présence de Iésions nécrosantes dans
ce dernier organe (Brar et al., 2017). Easterday et al. (1991) considérent également que les lésions
hémorragiques et nécrotiques se développant dans les agrégats lymphoides de la paroi de I'intestin
pourraient étre considérés comme pathognomoniques pour la ND et la grippe aviaire. Concernant les
Iésions macroscopiques, les ulcéres hémorragiques en forme de boutons dans les intestins ne semblent
avoir été déecrits pour aucune autre maladie de la volaille, a I'exception de la grippe aviaire (Riddel,
1978).

En ce qui concerne les lésions heépatiques, les infiltrations multifocales des cellulaires
inflammatoires que nous avons signalé corroborent les résultats de plusieurs auteurs (Abdul-Aziz et al.,
2016 ; Etriwati et al. 2017 ; Brar et al., 2017). Il en est de méme pour les lésions nécrotiques (Abdul-
Aziz et al., 2016 ; Etriwati et al. 2017), néanmoins signalons que ces 1ésions n’étaient pas aussi séveéres
que celles rapportées par ces études. Nous n’avons pas pu également observer les 1ésions

hémorragiques decrites par Etriwati et al. (2017).

Concernant les lésions de la rate, Brar et al. (2017) rapportent également de la splénomégalie ; mais
ils ont constaté une déplétion des cellules lymphoides au niveau de cet organe, ce qui est contradictoire

avec nos résultats.

L’incohérence entre nos résultats et ceux obtenus par d’autres auteurs au niveau du foie et de la rate

pourrait étre due a la différence dans les stades d’évolution de la maladie dans les populations étudiées.
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En ce qui concerne ’atteinte du systéme nerveux nous nous sommes focalisés dans notre étude sur
les lésions cérébrales, ce choix est motivé par les résultats de 1’é¢tude histopathologique réalisée par
Bhaiyat et al. (1994) sur les principales régions de 1’encéphale atteintes de 1ésions de la maladie de
Newcastle, a savoir le cerveau, le cervelet, le tronc cérébral et la moelle épiniére. Les observations
histopathologiques ont montré que le cerveau était le plus souvent touche. Ainsi, dans notre étude les
Iésions cérébrales les plus observées sont la dégénérescence, la nécrose cérébrale et une congestion des

vaisseaux sanguins, ces résultats corroborent ceux décrit par Ressang (1961) et Etriwati et al. (2017).

Les Iésions décrites sont caractéristiques d’une attente virale (Abdul-Aziz et al., 2016), mais a elles
seules, elles ne permettent pas de confirmer qu’il s’agit bien de la maladie de Newcastle. En effet,
Jungherr et Minard, 1944; Karzon et Bang, 1951; Mayor, 1968; Cheville et al., 1972; Helmboldt, 1972;
Pattison, 1973; Wilczynski et al., 1977; Lancaster, 1981; Beard et Hanson, 1984; Alexander, 1990 et
d’autre chercheurs ont caractérisé les 1ésions spécifiques de la ND et ils se sont accordé a préciser que
les lésions microscopiques dans le systeme nerveux central des sujets atteints de la maladie de
Newcastle consistent généralement en une endothéliose et une encéphalomyélite non suppurée
disséminée caractérisée par une dégenérescence neuronale, un ballottement périvasculaire des
lymphocytes et une réaction gliale. La non observation de ces Iésions dans le cerveau des sujets testés
dans notre étude pourrait étre attribué au mauvais choix de la technique utilisée. En effet, Wilczynski,
(1977) et Nakamura et al. (2008) ont démontré que 1’utilisation de I’immunohistochimie pourrait
détecter un plus grand nombre de lésions cérébrales causées par le NDV qui sont inapparentes en

coloration Hématoxyline-Eosine.

En plus de ce schéma classique qu’emprunte le NDV, nous avons remarqué que 1’appareil génital a
également connu quelques modifications. Ces dernieres peuvent étre dues au fait que tous les lots de
cette expérimentation appartenaient a un élevage de poules pondeuses qui, du fait de leurs type
production et de leur longue période de vie, subissaient des changements permanents au niveau de leurs

appareil reproducteur.

Ces lésions génitales pouvaient également étre engendrées par une nouvelle souche virale circulante
que nous avions suspecté lors de notre étude de PFE. En effet, en 2018, Igwe et al. ont également
signalé de nombreuses lésions tout au long de 1’appareil génital lors de leur étude sur la pathologie et la
distribution du vwNDV dans le systéme reproducteur des poules pondeuses vaccinées et non vaccinées
au Niger. Les symptomes et les lésions histopathologiques que nous avons obtenu dont, la baisse voire

’arrét total de la production d’ceufs, les hémorragies, la nécrose et la fibrose au niveau des ovaires et
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I’infiltration des cellules inflammatoires, corroborent les résultats de cette étude. L’atrésie des follicules
ovariens et la péritonite ont été également été décrites par Alexander (2003) et Bwala et al. (2012). De
plus, Abdul-Aziz et al. (2016) affirment que les infections virales entrainent généralement une
régression ovarienne brutale avec atrésie kystique des follicules, ce qui pourrait expliquer la présence

des kystes dans la grappe ovarienne des foyers étudies.

Il est important de signaler que I'histopathologie des infections a NDV est aussi variée que les
signes cliniques et les lésions macroscopiques (Lancaster, 1963; Alexander, 1991). Cette variation peut
étre due a une multitude de facteurs tels que I’espéce, 1’h0te, I'age, le statut immunitaire, la co-infection
avec d'autres microorganismes, le stress environnemental, la voie d'exposition au virus et la souche, le

pathotype et la dose du virus infectant (Alexander, 1991).

Les lésions macroscopiques et histopathologiques observées sur nos prélévements confirment le
passage du virus de la maladie de Newcastle, malgré 1’historique des élevages qui rapporte le respect
du programme vaccinal préétabli. Cela nous permet de conclure que malgré la vaccination, il n’y a pas
de développement d’une immunité solide contre le NDV. Ainsi, le programme de vaccination
actuellement mené sur le terrain n'est pas suffisamment protecteur pour prévenir contre l'infection de la
ND, a la limite, il diminue la gravité de la maladie en diminuant le taux de mortalité, mais cela ne peut
pas empécher la désorganisation tissulaire engendrée par la réplication du NDV. Ces constatations ont
été confirmées par Bwala et al. (2012); Miller et al. (2013); Okwor et al. (2016) et Sa E Silva et al.
(2016).

Notons cependant, que la baisse de la protection vaccinale ou I'échec du programme de vaccination
dans [I'élevage notamment de poules pondeuses pourraient s’expliquer par les deux

hypotheses suivantes :

e Soit cette situation est en relation avec 1’état physiologique des sujets ; I'augmentation du stress
physiologique, les fluctuations de température, une humidité élevée et un programme de
vaccination défectueux (Kapczynski et al., 2013 ; Wang et al., 2015).

e Soit aux différences génétiques entre les souches virales utilisées pour la fabrication des vaccins
et les souches virulentes des virus circulants sur le terrain, tel que déja décrit dans notre

mémoire de projet de fin d’étude.

L’utilisation de I’histopathologie dans le diagnostic de la maladie de Newecastle est trés efficace,

elle permet d’identifier les mécanismes, traces ou indices histologiques des manifestations de la
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maladie. Elle permet aussi de faire un diagnostic préliminaire et pourrait méme aider a établir un
diagnostic différentiel avec plusieurs maladies virales ou bactériennes, comme il a été démontré dans
I’étude de Gouffaux et al. (1977).

Cependant, il peut parfois étre difficile d'identifier les Iésions microscopiques par manque
d’expertise. La technique est sujette aux erreurs humaines lors de la préparation et de I'analyse des
lames ; le manipulateur peut, par exemple, passer a coté de la lesion, en raison de la grande surface que
couvre 1’échantillon. Il faut également une connaissance minimale des maladies qui peuvent étre
rencontrées chez les sujets étudiés pour effectuer les prélevements qu’il faut. Ces éléments peuvent

affecter la  wvaleur de I’histopathologie en tant qu'outil de diagnostic.
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Les symptomes et les Iésions macroscopiques engendrés par le virus de Newcastle, ayant affecté
les 4 foyers corroborent ceux décrits dans la littérature. Ces lésions sont représentées par 1’existence
d’une association de symptomes et de Iésions respiratoires, digestifs et nerveux. Les résultats de notre
¢tude ont révélé également, une atteinte de 1’appareil génital, de la rate et du foie constatée chez tous
les sujets, ce qui nous conduit a déduire que le virus en cause présente une grande affinité tissulaire, ce

qui suppose 1’acquisition d’un fort pouvoir pathogene.

Nous avons constaté également que certaines Iésions histopathologiques nous permettent de
confirmer seulement un passage viral, tandis que, le reste des lésions observées dans plusieurs organes
sont, selon plusieurs chercheurs, caractéristiques du passage du NDV. En outre, comme ces lésions sont
issues de poules confirmées, par d’autres tests, atteintes de la maladie de Newcastle, nous déduisons

que ces lésions sont causées par le NDV.

De la méme manicre, 1’é¢tude histopathologique a révélé une similitude des Iésions
microscopiques rencontrées pour chaque organe sur les différents lots étudiés. Cette uniformité des
Iésions pourrait signifier que la souche de NDV circulante au centre du pays est identique.

Notons en outre, que les foyers atteints et présentant toutes ces lésions sont supposés étre
correctement vaccinés contre la ND. Cette constatation nous amene a supposer que le vaccin utilisé

n’est pas suffisamment efficace pour prévenir les Iésions macroscopiques et microscopiques.

En ce qui concerne les Iésions observées au niveau de 1’appareil reproducteur, du fait qu’aucune
référence (ou étude) algérienne n’a pu rapporter des lésions similaires a ce niveau, ces résultats peuvent
renforcer notre suspicion a propos de la circulation d’une nouvelle souche virale dans le territoire
algérien. Cependant, cette hypothese ne peut étre confirmée que par une étude moléculaire plus

avancée.

Pour finir, méme si I’histopathologie ne suffit pas a elle seule pour confirmer I’atteinte de la
ND, elle reste une technique trés efficace qui permet de faciliter I’orientation du diagnostic vers la

maladie de Newcastle, d’ou la nécessité de son introduction dans les laboratoires.

39



RECOMMANDATIONS
&
PERSPECTIVES




v Recommandations et perspectives

Il serait tres intéressant d’introduire cette technique dans le diagnostic de routine de la maladie de
Newcastle. Elle pourrait étre considérée comme un diagnostic d’orientation, sans pour autant avoir la

capacite a elle seule de confirmer la pathologie.

Dans cette étude nous avons exploité les mémes échantillons que ceux utilisés dans notre projet
de fin d’études. En effet, par faute de temps nous n’avons pu obtenir tous les échantillons nécessaires
pour bien exploiter nos résultats, ainsi il serait intéressant de constituer une étude similaire en prélevant
tous les organes des sujets atteints afin de bien caractériser les lésions microscopiques de la maladie de

Newcastle.

I serait intéressant aussi de faire une étude comparative entre les différentes Iésions obtenues par
plusieurs agents pathogenes dans les mémes organes afin de déterminer les Iésions caractéristiques de

chaque maladie.

Selon I'Organisation mondiale de la santé animale, I'immunohistochimie offre un moyen rapide
d'identifier divers agents pathogénes, y compris les virus (OIE, 2011). Brar et al. (2017) Affirment
méme que, la sensibilité et la spécificité de I'HC la rende supérieure a toutes les technologies

existantes comme la RT-PCR.

L’étude de Etriwati et al. (2017) prouve que la méthode d'immunohistochimie peut étre utilisée
pour diagnostiquer la ND avec précision, rapidité et elle est également plus économique que les
techniques d’identification directes et indirectes. Comme c’est une méthode qui peut tracer la
distribution de 1’antigene dans divers organes, elle peut €tre un outil précieux pour étudier la
pathogénie de la ND, suivre son évolution et de ce fait détecter ’émergence d’une souche virale si

celle-ci sort du cadre lésionnel classique de la maladie de Newcastle.
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Résumé :

Afin de compléter notre projet de fin d’étude basé sur le diagnostic de la maladie de Newcastle, nous avons opté
pour la réalisation d’une étude histopathologique des principales 1ésions engendrées par la maladie de Newcastle dans
différents organes. Pour ce faire, nous avons effectué une autopsie sur des sujets issus de 4 foyers confirmés atteints de la
maladie de Newcastle. Par la suite, aprés prélévements des trachées, proventricule, caecums, foies, rates, grappes ovariennes
et cerveaux, nous avons préparé des lames histologiques en utilisant une coloration a 1’Hématoxyline-Eosine. Ainsi, nous
avons constaté qu’en plus d’une multitude de lésions macroscopiques (lésions hémorragiques au niveau de nombreux
organes, kystes ovariens, atrésies folliculaires et splénomégalie), les principales Iésions histopathologiques observées sont:
une infiltration des cellules inflammatoires dans tous les organes analysés a 1’exception du cerveau; des inclusions
cellulaires sont observées dans la trachée, rate et ovaires qui est une Iésion typique d’une atteinte virale; une hyperplasie,
une dégénérescence et une nécrose hémorragique dans la trachée; des lésions nécrosantes au niveau du proventricule, du
foie, du cerveau et des ovaires. Nous avons pu conclure que la majorité des Iésions observées sont caractéristiques du
passage du NDV. D’autant plus, I’uniformité des 1ésions histopathologique constatée dans les 4 foyers pourrait signifier que
la souche de NDV circulante au centre du pays est identique. Pour finir, on peut déduire que I’histopathologie est une
technique qui permet de faciliter I’orientation du diagnostic vers la maladie de Newecastle, d’ou la nécessité de son
introduction dans les laboratoires.

Mots clés : Maladie de Newcastle, Histopathologie, Lésions, Diagnostic, Poule pondeuse.

Abstract :

In order to complete our graduation project based on the diagnosis of Newcastle disease, we opted for a
histopathological study of the main lesions caused by Newcastle disease in different organs. To do this, we performed an
autopsy on subjects from 4 confirmed foci affected by Newcastle disease. Subsequently, after samples of the tracheae,
proventriculi, cecums, livers, spleens, ovarian clusters and brains, we prepared histological slides using Hematoxylin-Eosin
staining. Thus, we found that in addition to a multitude of macroscopic lesions (hemorrhagic lesions in many organs,
ovarian cysts, follicular atresia and splenomegaly), the main histopathological lesions observed are: an infiltration of
inflammatory cells in all organs analyzed except the brain; cellular inclusions are observed in the trachea, spleen and ovaries
which is a typical lesion of a viral attack; hyperplasia, degeneration and hemorrhagic necrosis in the trachea; necrotizing
lesions in the proventriculus, liver, brain and ovaries. We were able to conclude that the majority of lesions observed are
characteristic of the NDV. In addition to that, since there is a uniformity of histopathological lesions observed in the 4 foci,
it could mean that the strain of NDV circulating in the center of the country is identical. Finally, we can deduce that
histopathology is a technique that makes the orientation towards the diagnosis of Newcastle disease easier, hence the need
for its introduction in laboratories.

Keywords: Newcastle disease, Histopathology, Lesions, Diagnosis, Laying hen.

NEEEE

S 53 g 5 oo Aaalil) i 1) 550 m sl ey 0 ) 50 U 80 € JudlS 5 (m ye i o inall Ui J35 ¢ 5 50 JLeS) al 00
Ll (e e 330 ay celld vy JulS g e Leiibia) 50 5 4 (0 Y1 il e Ao sana i Ly al el JLall ddlida sliae &
adf Laa g 138 505 sl -CplonsS silang) alall alafiuds dmpnsi i)y Slae s Liad ¢ g ladll 5 Gansalle Jladall ¢ 2SI 6 52 ¢ (55, it g jall il 5gl)
L all zgoall ((Jahall aazmiy el (3 dacanal Glal Al 6 e Ge paall 3 48 5 & 5 jall) sl 2 55a) eyl N diLaYL
4l 5 Ganal g Jladall 5 400 sel) dualll 8 3 sla (il o calia o ¢ Laal) ey eliac V1 aaen (8 AlealV) LAY (s 1 a 3daa Dl G )
e o il (o USai panall 5§ Loall, 2SI o sl oS0 5iih 5 jall & 4 jas T A5 sql) Apaail) 8 48 il HA 5 (S il s g 1 o sngd Apnd s
NDV &% of da )Y cladldll 853 e yall dpaia yall V) a5 iy 38 clld ) A8LYL NDV. s e Sl (0 A (2 Cilas gl il = 5 5al)
sl ) Aslall Ul 5 oJulS 55 (g ge sad Ganddill 4 58 Je bl s im pall g ) O i) Sy o1 AT Aia Al daus s b 3 il
Sl sl

dzalul) dalan cua_..\';ﬁaﬂ\ ey ‘g.b)d\ @)ﬂ\ ‘d...ﬁs):u A Z.Pl.*\éd\ lalslf



