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RESUME :
Une étude sérologique a été menée au sein de quatre élevages de dinde chair dans la wilaya de
Sétif en Algérie. L’objectif a été de détecter un passage viral ainsi d’évaluer la qualité de la

vaccination.

Une étude sérologique par la technique ELISA vis-a-vis des virus de la maladie de I’influenza
aviaire (H9N2) et de Newcastle (ND). Les échantillons de serum ont été soumis au test Elisa

indirect en utilisant les kits IDvet FLU H9, NDV. Pour les élevages de dinde chair concernés

Les scores sérologiques suivants ont été enregistrées : les moyennes des titres et les

coefficients de variabilité :

De I’influenza pour 1’élevage « A » (MT=19247) (CV=13) ; pour 1’élevage « B » (MT=537)
(CV=146) ; pour I’élevage « C» (MT=20216) (CV=2); pour I’élevage « D » (MT=340)
(CV=T6).

De la maladie de Newcastle pour I’¢levage « A » (MT=7268) (CV=46) ; pour I’¢levage « B »
(MT=10486) (CV=21) ; pour I’élevage « C» (MT=7103) (CV=46) ; pour 1’élevage « D »
(MT=10931) (CV=23).

En conclusion ce travail a montré une pression virale €levée sur le terrain et des échecs de
vaccination ainsi la disposition d’une base de données pour la mise en place d’un programme
de prophylaxie médicale spécifique aux conditions épidémiologiques des élevages et une
vaccination adéquate sont nécessaires pour baisser la pression des virus circulante et

améliorer la rentabilité des élevages.

Mots clé :

Dinde chair —influenza aviaire—Maladie de Newcastle — Vaccination — ELISA— Sétif.
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SUMMARY::

A serological study was conducted in four meat turkey farms in the wilaya of Setif in Algeria.
The objective was to detect a viral passage and to evaluate the quality of vaccination.

A serological study using the ELISA technique against avian influenza (HIN2) viruses from
and Newcastle (ND). Serum samples were subjected to indirect Elisa testing using IDvet FLU
H9, NDV Kits. For the meat turkey farms concerned.

The following serological scores were recorded: mean titers and coefficients of variability:
Influenza for farm "A" (MT=19247) (CV=13); for farm "B" (MT=537) (CV=146); for farm
"C" (MT=20216) (CV=2); for farm "D" (MT=340) (CV=76).

Newcastle disease for Farm "A" (MT=7268) (CV=46); for Farm "B" (MT=10486) (CV=21);
for Farm "C" (MT=7103) (CV=46); for Farm "D" (MT=10931) (CV=23).

In conclusion, this work has shown high viral pressure in the field and vaccination failures.
Thus, the availability of a database for the implementation of a medical prophylaxis program
specific to the epidemiological conditions of the farms and an adequate vaccination are
necessary to lower the pressure of circulating viruses and improve the profitability of the

farms.
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% : pourcentage

< Inferieur

> : Supérieur

Bl : Bronchite Infectieuse

BSE : Bovine Spongiform Encephalopathy (maladie de la vache folle)
DMEP : Date de Mise En Place des poussins
DO: Densité Optique

ELISA: Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
G : Gumboro

hCG : Hormone Chorionique Gonadotrope
HVT : Herpes virus of Turkey

IA : Influenza Aviaire

IAFP : Influenza Aviaire Faiblement Pathogéne
IAHP Influenza Aviaire Hautement Pathogene
IBDV : Virus Bursite Infectieuse

IHA : inhibition de I’hémagglutination

LTI : Laryngotrachéite Infectieuse

MN : Maladie De Newcastle

MT : Moyenne des Titres

OGM : Organisme Génétiquement Modifié.
PMVi : PARAMYXOVIRUS DE TYPE 1
SIGT Syndrome Infectieux De La Grosse Téte
SRAS : Syndrome Respiratoire Aigu Sévére

VIH : Virus De L'immunodéficience Humaine
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INTRODUCTION

En Algérie, la filiere avicole « chair » a connu depuis 1980 un développement notable, soutenu
par une politique incitative. Cependant, les pratiques d’élevage accusent un retard
technologique considérable par rapport aux pays industrialises, ceci retentissant non seulement
sur la productivité des ateliers avicoles, mais aussi et surtout sur la santé publique. En effet, la
problématique de la filiére avicole sur le plan sanitaire reste toujours tributaire des conditions
d’¢élevage en général, et plus particulierement de I’hygiéne des batiments. La barriére sanitaire
au niveau des élevages est tellement faible, qu'elle est a I'origine de taux de mortalités excessifs,
d'utilisation abusive des produits vétérinaires et de la propagation de diverses pathologies.
(Kaci, et al., 2001)

Parmi toutes ces risques les maladies virales sont les plus redoutables d’ou leurs impacts

négatifs sur les troupeaux car les traitements curatifs sont inexistants.

Pour cela la vaccination reste 1’outil primordial afin de prévenir I’impact de ces maladies dans

nos élevages avicoles.

En fin les tests sérologiques sont d’une importance majeure pour le contréle de la vaccination

afin de s’assurer d’une bonne protection des animaux.
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CHAPITRE 1 : GENERALITE ELISA
|.Définition

ELISA est le sigle anglais pour Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay. Ce terme regroupe les
tests utilisant un marqueur enzymatique lié de fagon covalente a un anticorps ou a un antigene.
A partir d’un substrat chromogeéne, incolore, spécifique de 1’enzyme couplée, celle-ci est
capable de catalyser une réaction générant un produit coloré. La densité optique (DO) est
proportionnelle & la quantité de substrat ayant réagi. (Baco, 2011)

I1.Invention du test d'immuno-absorption enzymatique (Enzyme Linked

Immunosorbent Assay) (ELISA)

La technique d'ELISA a été conceptualisée et développée par 2 scientifiques suédois, Peter
Perlmann (investigateur principal) et Eva Engvall a I'Université de Stockholm en 1971.A la fin
des années 60, Stratis Avrameas et GB Pierce mettent au point la technique
d'immunoenzymologie, technique d'analyse par réaction entre antigénes et anticorps et utilisant

comme marqueur des enzymes. (Frederick, 2008)

I11.Principe du test ELISA :

Le principe de ’ELISA indirect consiste a détecter la présence d’un anticorps spécifique dans

un échantillon.
Le test comporte quatre étapes principales :

o Fixation de D’antigene : L’antigéne connu, spécifique a I’anticorps recherché, est
incubé sur une plague de microtitration. L’antigéne va se fixer de maniére
électrostatique au fond des puits. Ils sont ensuite lavés pour enlever les antigénes non

fixés.>

« Fixation de I’anticorps a doser : On incube notre échantillon a doser (sérum contenant
I’anticorps), ainsi que nos standards (solution contenant des concentrations connues
d’anticorps). Les anticorps spécifiques vont se fixer aux antigénes. Un lavage des puits

est nécessaire pour enlever les anticorps non fixeés.



o Fixation de I’anticorps de détection : On incube ensuite un anticorps secondaire
couplé a une peroxydase. C’estun anti IgG qui va donc reconnaitre I’anticorps primaire.

Un lavage des puits est nécessaire pour enlever les anticorps secondaires non fixés.

o Révélation : On incube un substrat spécifique a I’enzyme qui, si la réaction est positive
(présence de I’anticorps recherché), va étre transformé et induire une coloration bleue.
L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité d’enzyme présente et donc

a la concentration d’anticorps recherches.

‘E J‘—”"b xﬂ—”‘ 6 Y d

Fixation de l'antigéne Liaison de l'anticorps Liaison de l'anticorps Addition du substrat pour
spécifique a I'antigéne conjugué a I'enzyme produisant
I'anticorps spécifique une substance colorée

Enzyme (peroxydase)

anticorps
conjugué
Anti-IgG (anti chaine y)
/)L\ Anti-BSA (= anticorps IgG a doser)
% Antigéne (BSA)

Figure 1 : principe du test Elisa indirect (Zuchuat, 2014)

I11.1.Peroxydase :

La peroxydase est une enzyme de type oxydase, permettant la dégradation des peroxydes.
L’oxydation de divers substrats permet d’obtenir un composé chromogénique comme produit

final. (Zuchuat, 2014)



CH;, CH; CH, CH,

— - ) - —
Peroxidase
NHz“\ / \ / NHZ + H202 NH o . NH + 2 Hzo
\ /

CH, CH, CH;, CH,
2,2',5,5'Tetramethyl-benzidine
(TMB)
INCOLORE Couleur BLEUE

Figure 2 : Mécanisme d’oxydation du substrat en un composé chromogénique pa
I’enzyme (peroxydase) (Zuchuat, 2014)

IVV.Apercu général sur les applications d'ELISA :

On a constaté qu'ELISA jouait des r6les majeurs dans tous les domaines tels que l'industrie
alimentaire, le développement de vaccins, l'immunologie (auto-immunité et I'immunité
humorale), le diagnostic (grossesse, cancer et maladies infectieuses), la toxicologie, la
surveillance des médicaments, I'industrie pharmaceutique et la transplantation. (Hosseini, et al.,
2018)

IV.1.L'industrie alimentaire

ELISA joue un role majeur dans l'industrie alimentaire. C'est la principale plate-forme pour
identifier les allergénes alimentaires tels que ceux présents dans le lait, les cacahuétes, les noix,
les amandes et les ceufs (Peng, et al., 2014) . Peng et al. Ont mis au point un test ELISA en
sandwich a base d'anticorps monoclonaux pour le la détection de l'ovalbumine dans les
aliments, qui est la cause la plus fréquente d'allergie alimentaire, en particulier chez les enfants.
L'ELISA peut également étre utilisé pour corroborer I'authenticité des produits alimentaires
(Peng, et al., 2014). Cette technique est d'une grande utilité pour éviter d'éventuelles pertes
causées par une substitution frauduleuse (Asensio, et al., 2008). Dans le cas de la viande et des
produits a base de viande, I'ELISA s'est révélée étre une technique fiable qui permet un contrdle
minutieux du produit, en particulier lorsque des considérations religieuses dans le choix des
aliments sont concernés (Asensio, et al., 2008). L'ELISA est également une technique
essentielle pour le contrdle de la qualité des poissons, le lait (ainsi que leurs sous-produits), les
aliments genetiqguement modifiés, les aliments irradiés, ou d'autres composants alimentaires
nocifs qui peuvent étre transférés a I'nomme, tels que les I'encéphalopathie spongiforme bovine

(Asensio, et al., 2008). Les protéines non carnées comme le soja ont des propriétés
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nutritionnelles précieuses. Néanmoins, en raison de leur similarité avec le produit type, elles
sont rarement ajoutées aux produits a base de viande sans étre déclarées. Un contrdle minutieux

des produits par ELISA permet d'éviter une telle falsification. (Stephen, et al., 2020)

IV.2.Développement de vaccins

Le test ELISA est un excellent candidat pour le développement de vaccins. L'échantillon de
sérum provenant d'un modéle animal ou humain immunisé peut étre testé pour détecter la
présence d'anticorps contre certains types d'antigenes, qui ont été intentionnellement injectés a
I'néte. (Pizza, et al., 2000).

Normalement, différents antigenes sont utilisés pour produire des réactions immunitaires chez
I'néte, parmi lesquels on peut choisir ceux qui choisissent une réponse de protection plus élevée

avec moins d'effets indésirables (Miura, et al., 2008).

IVV.3.Immunologie

Le défenseur du corps, le systeme immunitaire, peut fonctionner en mode cellulaire ou humoral
(inné ou adaptatif) [8] (Janeway, et al., 2001). La mesure et le suivi des changements de la
réponse immunitaire sont a la base de la compréhension des maladies immunitaires. Diverses
études* ont démontré que la méthode ELISA est la méthode de référence, rapide et rentable

pour de telles mesures et de tels contréles. (Orsolini, et al., 2016).

Un grand nombre d'exemples d'applications d'ELISA en immunologie sont rapportés, tandis
que certains efforts ont été déployés pour optimiser davantage les protocoles ELISA et pour
valider/établir leur précision, leur sensibilité et leur spécificité afin de soutenir la pratique
clinique (Uchida, et al., 2014).

IVV.4.Diagnostic

Dans le domaine du diagnostic, ELISA s'est révélé étre une plate-forme efficace appliquée dans

le monde entier pour détecter divers types de maladies chez les humains et les animaux.



Tableau 1 : Domaines d'application de I'ELISA (manuel-faculty.scf.edu)

Domaines

Médecine
humaine et

vétérinaire

Vétérinaire

Agriculture :
récoltes

Environnement

Sécurité et
qualité

alimentaires

Utilisations

Diagnostic d’une variété de maladie telles que le virus West Nile
(chez I’homme ou les animaux), Le VIH, le SRAS, la maladie e
Lyme, la trichinose, la tuberculose et de nombreuses autres en
détectant les anticorps seriques.

Détecte les virus tel que le virus de la leucémie féline (FLV) et le
virus de I’'immunodéficience (FIV) chez les chats.

Détecte les parasites tels que des difilaria chez les chiens.
Diagnostic de problémes thyroidiens chez les chiens et les chats
en mesurant les concentrations de thyroxine sérique (t4).
Diagnostic de 1’encéphalite équine chez les chevaux en détectant
les arbovirus.

Détecte des virus tels que le virus Y de la pomme de terre et le
virus mosaique du concombre dans les récoltes alimentaires.
Détecte les mycotoxines dans les récoltes telles que 1’aflatoxine
dans les grains de céréales et les mais.

Détecte les virus dans les plantes décoratives, tels que le virus de
la mosaique jaune du haricot, dans les glaieuls.

Détecte la falsification de récolte non modifiées génétiquement
(non-OGM) avec des produits OGM, par ex., detection de la
teneur en « round ready » et en Bt.

Test la qualité d’air intérieur, comme par ex, détection de toxine
dues a la moisissure dans les batiments.

Evite la transmission de 1’encéphalite spongiforme bovine
(maladie de la vache folle, BSE) en dépistant les tissus du systéeme
nerveux central dans la viande crue, dans les viandes traitées et
cuisinées et sur la surface.

Détermine si 1’étiquetage alimentaire est correct, par exemple en
veérifiant la présence de proteine de lait de vache dans les produits
laitiers de chévre ou la présence de blé non dur dans les produits

a base de blé dur.



e Prévient les réactions allergiques en détectant les ingrédients qui
ne figurent pas sur les étiquettes de contenu alimentaire par
exemple, en détectant les arachides dans les produits dans
lesquelles les arachides ne figurent pas comme ingrédients.

Autres : e Détecte la consommation restreinte ou illégale de drogues, par ex,
drogue améliorant les performances, marijuana,
méthamphétamine, cocaine, etc.

e Confirme la grossesse en détectant la gonadotrophine (hCG) dans

les urines humaines.

V.Les différents protocoles

Différents protocoles ELISA sont généralement utilisés dans la pratique clinique selon I'objectif
du test, le type d'échantillons analysés et la pureté des réactifs. Dans cette section, les principaux
protocoles pour la conduite d'ELISA, y compris les protocoles directs, indirects, sandwich,
double sandwich et compétitifs sont brievement décrits :

V.1.ELISA direct

L'ELISA direct est un test en deux étapes (sans compter les étapes de lavage et de blocage). La
premiére étape consiste a fixer I'analyte d'intérét a la surface solide du puits (tableau 2). Dans
I'étape suivante, un anticorps primaire marqué par une enzyme est introduit dans le test. En
fonction de la stratégie de détection, le substrat et les agents bloquants sont ensuite ajoutés au
puits et le signal de lecture final peut étre enregistré (Tableau 2). Ce type de test nécessite
généralement des échantillons isolés et purifiés (analytes) car les autres protéines de
I'échantillon peuvent interagir avec la phase vendue, ce qui introduit une erreur dans le test. Il
convient de noter que tous les anticorps primaires ne peuvent pas étre marqués par une enzyme,

ce qui limite ce type de test. (Hosseini, et al., 2018)

V.2.ELISA indirect

Le test ELISA indirect suit les mémes étapes que le test ELISA direct, sauf pour l'anticorps
marqué, qui est un anticorps secondaire dans le test ELISA indirect (Tableau 2). Bien que ce



test offre une meilleure accessibilité a une grande variété d'anticorps secondaires marqués, il

souffre également de la non-spécificité du test. (Hosseini, et al., 2018)

V.3.Sandwich ELISA

Le test en sandwich, comme son nom l'indique, "enveloppe” l'analyte d'intérét entre les
anticorps primaires et secondaires des deux cotés (Tableau 2). Cette stratégie offre un meilleur
contréle de la spécificité du test car la premiére biomolécule immobilisée (anticorps primaire)
peut étre hautement purifiée. Néanmoins, si I'analyte en question n'interagit pas avec I'anticorps
primaire, l'anticorps secondaire a une chance de se coupler a l'anticorps primaire et de

produisent un signal faux positif (Tableau 2). (Hosseini, et al., 2018)

V.4.Double Sandwich ELISA

Dans ce protocole, connu comme le protocole ELISA le plus spécifique, I'analyte d'intérét est
pris en sandwich entre deux anticorps, qui sont produits dans les corps de différents hotes. Par
consequent, ces anticorps sont incapables de se lier I'un a l'autre, ce qui minimise le risque de
liaison non spécifique. Comme I'illustre le Tableau 2, un antigene est pris en sandwich entre un
anticorps de capture (la premiere biomolécule immobilisée dans le puits) et un anticorps
primaire. L'anticorps secondaire se couple ensuite a I'anticorps primaire et le signal de détection
peut étre enregistré. Bien que la procédure soit longue et fastidieuse, ce test est le type d'ELISA
le plus fiable. (Hosseini, et al., 2018)

V.5.ELISA compétitif

La stratégie concurrentielle ELISA est l1égérement différente des autres. Dans ce protocole,
deux séries d'expériences sont réalisées en paralléele. Comme le montre le Tableau 2, la premiére
série d'expériences suit le protocole de I'ELISA indirect, tandis que I'expérience paralléle
introduit des anticorps primaires, qui sont déja couplés a des antigenes par incubation préalable.
Selon la concentration de I'antigene dans la solution d'incubation, certaines parties des anticorps
restent non liées. Lorsque ces complexes sont ajoutés aux puits recouverts d'antigenes, les
anticorps primaires ont moins de chances de réagir avec les antigénes, car leurs sites de liaison
sont préoccupés. Cette expérience, en concurrence avec la premiere série d'expériences (ou les
anticorps ne sont pas pré-couplés avec des antigenes) fournit un résultat de détection

comparatif. Le site Le signal recu des anticorps pre-couplés est inversement corréelé avec le la



présence de l'analyte d'intérét. Ce test est long, fastidieux et consomme de grands volumes

d'échantillons. Néanmoins, il offre un degré élevé de spécificité (Hosseini, et al., 2018).

Tableau 2 : Protocoles ELISA, biomolécules cibles, nombre d*étapes de chaque test (les

étapes de lavage, de blocage, d'ajout de substrat et d'arrét ne sont pas calculées dans le

nombre d'étapes), durée approximative du test ainsi que les avantages/inconvénients de
chaque protocole

(Hosseini, et al., 2018).

réactivité de

Protocoles Biomolécul | Les Durée Avantages Désavantage
e cible étapes | approximativ S
e
Ag 2 3het - Rapide - Exige une
VOELISA 10 min - N'exige pas | grande pureté
direct I’AC Ag
secondaire - L’AC
r+++++ - Elimine les | primaire
f; éventuelles | conjugué n'est
liaisons non | pas largement
\-—-""-‘ spécifiques | disponible
des anticorps
secondaires
ELISA indirect | Ac 3 4 het - - Une étape
c...+++++ 10 min Disponibilité | supplémentair
*Fﬁﬁ de I’AC | e est
g;;" “{1} secondaire nécessaire par
; conjugué rapport  au
\.—-—"‘" pour ce | protocole
protocole direct
- L'immuno- | - Les risques

de reliures

I’AC non
primaire n'est | spécifiques
pas sont
compromise | relativement

élevés
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- La liaison
multiple de
I’AC
secondaire a
I’AC

primaire
offre une
amplification
du signal de
détection
Sandwich Ag 4 h et - - Une étape
ELISA 10 min Applicabilité | supplémentair
c-.:t*; dans e est
ﬂ}k I'identificatio | nécessaire par
% & n d'une | rapport  au
YF‘_I grande protocole
variété  de | direct
biomolécules | - En I'absence
cibles d'Ag, les Abs
- Haute | primaires et
specificité du | secondaires
protocole pourraient
réagir et
produire un
faux  signal
positif
Double Ag et Ac 5het - -Longue et
Sandwich 10 min Applicabilité | fastidieuse
ELISA dans procédure
I'identificatio
n d'une
grande
variété  de
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Pk biomolécules

%H cibles

o
@?‘ﬁ - Haute
spécificité du

\E:EBE{“ protocole

ELISA Ag Dépend |4 het - Haute | -
competitif du 10 min (pour | spécificité du | Consommatio
i cd protocol | chaque protocole n élevée de
f’*_jfiix t?fjl‘\, e experience) réactifs
OQ 4 appliqué - Une
_t4s procédure
téf?!x Jk longue et
J% g fastidieuse
Nt

VI1.Avantages et inconvénients de I'ELISA :

VI.1.Importance de I'ELISA conventionnel

o Ll'utilisation d'anticorps monoclonaux rend la détection spécifique.

« Possibilité de quantifier grace a la réalisation d'une gamme en parallele.

o L'utilisation d'anticorps secondaires rend la technique sensible.

o Technique accessible a tous les biologistes.

o Ladétection du signal ne nécessite pas la présence d'appareillage spécialisé.
o Lavalidité des trousses est d'environ 1 an (Frederick, 2008).

VI1.2.Pénurie d'ELISA conventionnel

Voici quelques-unes des lacunes générales de I'ELISA classique :
- Procédure fastidieuse et laborieuse
- Options de multiplexage limitées

- Nécessité d'un équipement de laboratoire centralisé

12



- Un volume d'échantillons relativement élevé est nécessaire.

Bien que le test ELISA soit trés reproductible, de telles pénuries pourraient donner lieu aux
erreurs typiques du test. La variation de la lecture de la densité optique peut étre traitée par un
choix judicieux des controles dans I'essai, y compris le blanc, la concentration zéro, la liaison
non spécifique et les réplicas de contrle de liaison maximale. La constance dans la
manipulation de I'ELISA vient avec la pratique. Généralement, les techniciens de laboratoire
acquierent les compétences nécessaires pour effectuer un test tres fiable et reproductible.
(Hosseini, et al., 2018)
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CHAPITRE 2 : LES MALADIES VIRALES

|. Maladie de I’influenza aviaire

L’influenza aviaire est une affection virale a tropisme respiratoire, entérique ou nerveux
atteignant les volailles et les oiseaux domestiques ou sauvages. La forme la plus grave se
manifeste par une maladie aigué et généralisée causant une trés forte mortalité pouvant aller

jusqu’a 100%. (Saegerman, et al., 2004)

1.1.Etiologie

L'influenza aviaire (IA) est causée par un virus de type A classé en 16 sous-types
d'’hémagglutinine (H1-H16) et neuf sous-types de neuraminidase (N1-N9). (Swayne, et al.,
2020)

1.2.Symptbémes et Iésions

Les lésions de I’influenza aviaire chez les volailles peuvent étre extrémement variées en
fonction du virus en cause et de I’espéce des oiseaux infectés. D’autres facteurs concernent la
présence d’autres agents pathogénes, le statut immunitaire de 1’hote, 1’age de 1’oiseau et les
facteurs environnementaux. En général, les symptémes observés avec les virus IAFP sont
limités aux tractus respiratoire et intestinal et les Iésions concernent les sinus, les bronches, les
poumons, les sacs aériens et les intestins. Ces Iésions comprennent une inflammation
mucopurulente ou caséeuse et un épaississement des sacs aériens, un cedéme de la séreuse et
d’autres lésions localisées. Avec certaines souches virales on peut observer une entérite. Les
Iésions internes sont rares et concernent une péritonite, une pancréatite, une atteinte de
I’appareil reproducteur et des reins. Une diminution de la production des ceufs sans autre
symptdme est couramment observée chez les pondeuses et les reproductrices. (Swayne, et al.,
2020)

Avec les virus IAHP, différentes Iésions peuvent étre observées en fonction de la souche virale.
Pour certains virus rapidement mortels expérimentalement (en moins de 24 heures chez les
oiseaux inoculés par la voie intraveineuse), peu de Iésions seront généralement observées. Par
exemple, le virus rapidement mortel A/Chicken/Hong Kong/97 provoque surtout un cedéme
pulmonaire entrainant une hypoxie et souvent la mort. La plupart des virus IAHP tuent les

oiseaux et causent des lesions variées. Les lésions externes les plus évidentes sont une
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hémorragie et une nécrose de la créte et des barbillons, des hémorragies des pattes et des pieds,
un gonflement des sinus, des lésions conjonctivales et périorbitaires. D’autres lésions
macroscopiques dues aux virus IAHP comprennent des pétéchies dans de nombreux organes et
des foyers nécrotiques sur le foie, la rate, les reins, le pancréas et le poumon. A 1’examen
histologique on observe les 1ésions cellulaires et I’apoptose provoquées par la réplication virale,
principalement dans les tissus lymphoides de tout ’organisme. Aucune Iésion n’est
pathognomonique du virus IAHP et d’autres agents pathogenes doivent étre envisagés dans le
diagnostic différentiel, notamment le virus vélogéne de la maladie de Newcastle. (Swayne, et
al., 2020)

1.3.Diagnostic

Un diagnostic définitif de I'lA est établi par : (1) la détection directe des protéines virales ou de
I'acide nucléique de I'lA dans des échantillons tels que les tissus, les écouvillons, les cultures
cellulaires ou les ceufs embryonés ; ou (2) I'isolement et I'identification du virus de I'lA. Un

diagnostic présomptif peut étre établi par la détection d'anticorps au virus de I'lA. (Vegad, 2007)

I1.Maladie de Newcastle (MN)

La maladie de Newcastle est une maladie virale des oiseaux, trés contagieuse et présente partout dans le
monde. Sa présentation clinique est variable. Elle se manifeste généralement par des signes respiratoires
mais le tableau clinique peut étre dominé par un abattement, des symptomes nerveux ou des diarrhées.

(Rasamoelina-Andriamanivo, et al., 2016)

I1.1.Etiologie

La maladie de Newcastle est provoquée par certaines souches de paramyxovirus de type 1
(PMVi). (Guérin, et al., 2011)

11.2.Symptdmes

Les signes cliniques ne sont pathognomoniques de la MN ; on peut voir par une pneumonie,

une encéphalite, et des troubles digestifs
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11.3.Lésions

Les autopsies pratiquées sur les oiseaux morts de formes suraigués ou aigués avec des souches
viscérotropes Vvélogénes de PMV1 montrent des lésions de type hémorragique et
ulcéronécrotique qui intéressent le tube digestif et ses formations lymphoides :

e Pétéchies ou suffusions (hémorragies en piqares de puces ou en plaques) :

e Ventricule succenturié : les papilles glandulaires sont décapées, surtout a la jonction

cesophage proventricule.
e Gésier : hémorragies sous la couche cornée ;
e Intestin : pétéchies réparties le long de la muqueuse intestinale.
e Autres tissus : séreuses, trachée, ceeur, etc. ;
e Ulcéres nécrotiques : on observe des ulceres plats des amygdales ceacales et des anneaux
lymphoides, recouverts d’un magma nécrotique plus ou moins mélé de fibrine (érosions
intestinales recouvertes de tissu mort noyé dans des protéines coagulées par

I’inflammation provenant du sang). (Guérin, et al., 2011)

11.4.Diagnostic

D'apres les résultats caractéristiques de l'autopsie.

La confirmation dépend de divers tests de laboratoire, tels que IH et ELISA, ainsi que de

I'isolement du virus et de sa caractérisation. (Vegad, 2007)
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CHAPITRE 3 : VACCINATION CHEZ LES VOLAILLES :

1.Généralité :

Les vaccins sont des préparations constituées de microbes atténués ou tués (entiers ou

fragmentés), administrés a faible dose chez un individu, pour provoquer une réponse

immunitaire en stimulant la production d’anticorps spécifiques dirigés contre le microbe

administré, sans développer la maladie. (Pons, 2018)

11.Types de vaccins :

Les vaccins se répartissent en 2 catégories : les vaccins vivants et les vaccins inactivés. Ils

différent dans leur stabilité, leur mode d’administration et leurs conséquences sur I’immunité.

Le Tableau 3 reprend les différences principales de ces 2 types de vaccins (Box, 1984)

Tableau 3 : Résume des principales difféerences entre vaccins vivants et inactivés

Parametres

Antigene

Administration

Adjuvant
Sensibilité aux anticorps
déja présents

Effet rappel

Stimulation de I'immunité
locale

Réactions vaccinales

(Box, 1984)

Vaccin vivant

Faible quantite,

multiplication chez I’hote

Collective possible

Absent
Plut6t forte

Peu visible

Forte
Possible en cas d’atténuation

faible ou d’administration

inadéquate
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Vaccin inactivé

Grande quantité, pas de
multiplication
Quasi exclusivement

individuelle
Indispensable
Plut6t faible
Fort sur un  oiseau
immunocompétent et primo-
vacciné

Plutdt faible

Liées a I’adjuvant




Couplage a  d’autres | Généralement a éviter car | Possible

vaccins interactions possibles

Etablissement de | Rapide Lente
Pimmunité

Durée d’immunité Dépend du vaccin mais | Longue

plutdt courte (6-8 semaines)
Peuvent exister en | Non Oui

autovaccin

I11.Les techniques de vaccination :

Différentes méthodes de vaccination sont utilisées pour administrer les vaccins : eau de boisson,
nébulisation, injections, transfixion alaire, in ovo. L’administration optimale d’un vaccin est le
seul moyen de stimuler la fonction immunitaire chez les volailles, et donc la protection requise
contre les différentes maladies. D’autres parametres tels que 1’dge des volailles, leur nombre,
le type de vaccin, I’organe-cible & atteindre, le savoir-faire et les colts économiques doivent
étre pris en compte pour choisir la voie d’administration optimale des vaccins. L’opérateur doit
faire attention a I’hygiéne des locaux dans lesquels les vaccins sont préparés et utilisés. (Fritts,

et al., 2003)

I11.1.VVaccination par eau de boisson :

La distribution d’un vaccin dans 1’eau de boisson est I’une des méthodes les plus répandues de
vaccination de masse de grands cheptels avicoles ; elle est strictement recommandée pour des
vaccins vivants tels ceux de la maladie de Gumboro ou de 1’encéphalomyélite, et possible pour
un large éventail de vaccins vivants respiratoires, comme ceux de la laryngotrachéite
infectieuse, de la maladie de Newcastle, de la bronchite infectieuse, et du Métapneumovirus
aviaire. (Fritts, et al., 2003)

La qualité de 1’eau utilisée pour la vaccination est le premier élément a maitriser. Elle ne doit
étre ni chlorée ni contenir aucune trace d’aucun désinfectant. Elle ne doit pas contenir non plus
d’¢léments métalliques comme le fer, par exemple, et elle doit étre d’une bonne qualité
bacteriologique et chimique géneérale (Guerin, et al., 2011) .

Le pH doit étre si possible plutdt acide, de l'ordre de 5,5 a 6,5. Une eau chlorée peut étre

neutralisée par ajout de thiosulfate de sodium (16 mg/litre). Des spécialités du commerce sont
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mises a disposition contenant du thiosulfate de sodium et un colorant bleu alimentaire qui, outre
la neutralisation du chlore, permettent de tracer la distribution du vaccin dans les canalisations
en début de seéance de vaccination, puis en fin de séance de contréler le pourcentage d'oiseaux
qui ont bu le vaccin (langue bleue). La poudre de lait écréme peut également étre utilisée pour
protéger les particules vaccinales des oxydants comme le chlore ou le fer. Dans ce cas, elle sera
ajoutée a l'eau (2,5 g/litre) et bien homogénéisée avant dissolution du vaccin afin que les
particules vaccinales ne soient pas précipitées au fond par du lait non dissous. (Guérin, et al.,
2011)

Le volume d’eau et le temps d’administration, le type et le nombre d’abreuvoirs requis pour un
certain nombre de volailles sont & prendre en compte pour bien préparer la procédure de
vaccination dans un batiment. (Fritts, et al., 2003).

La mise en solution du vaccin se réalise en ouvrant les flacons de vaccin sous le niveau d’eau
afin d'éviter le contact direct avec l'air et aussi assurer une meilleure dissolution par I'entrée
d'eau sous pression dans le flacon sous vide. Le flacon de vaccin sera ensuite rincé deux fois
pour récupérer le maximum de particules vaccinales

Le temps d'assoiffement ne doit pas dépasser 1 h 30. Les abreuvoirs sont nettoyés avec une
éponge humidifiée mais sans déetergent ni désinfectant. (Guérin, et al., 2011)

Parmi les aspects critiques, on compte le risque d’inactivation du virus vaccinal, la perte du titre

vaccinal, et la nécessité de vacciner a pleine dose tous les oiseaux. (Fritts, et al., 2003)

I11.2.Vaccination par nébulisation :

L’administration par nébulisation de vaccins vivants est utilisée dans deux contextes trés
différents, le couvoir et le batiment d’élevage. L’administration a 1 jour consiste en la
vaccination simultanée de petits groupes d’environ 80 a 150 poussins, qui regoivent le vaccin
dans leur caisse de transport. On utilise en général des tunnels de pulvérisation a cette fin. Un
volume contrdlé avec constance et précision, administré a chaque caisse de poussins, permet
leur exposition homogene au vaccin. On vise a couvrir les oiseaux de liquide, ainsi le vaccin
est administré directement sur les yeux et les narines, et les gouttelettes qui brillent a la surface
de leur duvet les incite a se les picorer les uns des autres, ainsi que sur la surface de la caisse de
transport. C’est pourquoi la taille des particules importe peu dans ce cas, et les gouttelettes sont
plus grossieres que pour une pulvérisation en poulailler, et est en général comprise entre 100 et
800 microns. De I’eau douce distillée, fraiche, doit étre utilisée pour la reconstitution du vaccin,

car la température de 1’eau a aussi un impact sur sa durée de vie. L administration de vaccin a
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la ferme est menée sur de grands nombres, allant généralement jusqu’a plusieurs dizaines de

milliers de volailles.

Si les volailles sont élevées au sol, elles peuvent se déplacer dans le batiment et, de ce fait,
seront moins accessibles au vaccin. Pour les volailles en cage, il sera difficile d’atteindre toutes
les rangées de cages a la fois et de pulvériser suffisamment en profondeur dans les cages elles-
mémes. Avant de choisir son matériel de pulvérisation pour vacciner en élevage, il importe de
comprendre les différentes caractéristiques offertes par chaque type d’équipement telles que la
taille des gouttelettes, la portée de pulvérisation des gouttelettes, le volume d’eau consommé

par unité de temps, le temps minimum pour vacciner un poulailler. (Fritts, et al., 2003)

I11.3.Vaccination par injection :

I11.3.1.Injection in ovo :

La vaccination in ovo est effectuée pendant le processus de transfert des ceufs en incubation
dans le couvoir, a I'éclosoir. Le vaccin est injecté juste sous les membranes au fond de la
chambre d'air. Selon I'age de I'embryon au moment du transfert, généralement entre 17 et 19
jours d'incubation, environ 25-75% du vaccin (0,05 ml dans la plupart des cas) est injecté dans
la région du cou et de I'épaule. Dans les 25 a 75 % restants, le vaccin est administré dans le
compartiment extra-embryonnaire (38) (In ovo technology for vaccine delivery.). (Stephen, et
al., 2020)

Elle concerne les vaccins contre la maladie de Marek a sérotypes 1, 2 ou 3 soit respectivement
Rispens CV1988, SB-1 ou HVT (Herpesvirus of Turkey), seuls ou combinés, les vaccins a
souches natives ou vecteurs, principalement la souche vaccinale HVT, tel que le vaccin vecteur
VHVT-IBD (maladies de Marek & Gumboro), etc. (Fritts, et al., 2003)

En pratique, un petit orifice est pratiqué du coté arrondi de 1’ceuf, et 1’on injecte le vaccin sous
la membrane chorio-allantoique, jusqu’a la cavité amniotique, ou directement dans I’embryon.
Les injecteurs automatiques de couvoirs sont utilisés pour la vaccination in ovo. Des systéemes
sanitaires intégrés permettent généralement ’application in ovo du vaccin sans risque de

contamination. (Fritts, et al., 2003)
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I11.3.2.Injection sous-cutanée / intramusculaire

Les injections sous-cutanees et intramusculaires sont fréquemment utilisées chez les
reproducteurs et les poules pondeuses commerciales avant la production d'ceufs. Il est
généralement recommandé d'utiliser ces vaccins au moins quatre semaines avant le début de la
production d'ceufs afin de minimiser tout effet négatif que la manipulation ou le vaccin pourrait
avoir sur les performances de production d'ceufs. La vaccination sous-cutanée est le plus
souvent effectuée a I'aide d'une %2inch, aiguille de calibre 18, dans le cou. La zone a mi-chemin
entre la téte et I'épaule est optimale et permet au vaccinateur de soulever la peau du muscle du
cou et d'insérer l'aiguille, dirigée vers le corps de l'oiseau, dans la zone sous-cutanée et de
déposer le vaccin. L'injection intramusculaire est généralement effectuee a I'aide d'une aiguille
de calibre 18 (2 inch) pour injecter le vaccin dans le muscle pectoral ou de la patte. Les
injections dans le muscle pectoral sont plus sdres lorsque le vaccin est déposé dans le muscle
pectoral superficiel a 2 ou 3 cm de I'os de la quille. Si I'aiguille est maintenue a un angle de 45
degrés par rapport a l'oiseau, toute injection accidentelle dans la cavité corporelle ou le foie
peut étre évitée (Lovell, 1995). La vaccination des pattes se fait généralement dans le muscle
gastrocnémien latéral. Les deux points d'injection intramusculaire peuvent entrainer la présence
d'une émulsion résiduelle pendant une période prolongée (Droual, 1990). Un dépo6t résiduel
dans le muscle dépend de nombreux facteurs, dont I'antigéne et I'adjuvant présents dans le
vaccin. Il convient de déterminer avec soin l'usage prévu de la viande avant de l'injecter par

voie intramusculaire. (Stephen, et al., 2020)

I11.4.Vaccination par voie oculaire

La vaccination dite « goutte dans I'ceil » est utilisée principalement pour la vaccination LTI
Elle est parfois utilisée pour sécuriser la dose administrée de vaccins également administrés en
nébulisation (ND, SIGT), ou pour des vaccins fragiles, comme des vaccins mycoplasmes
thermosensibles. Le flacon compte-gouttes délivre des gouttes de 30 microns et un excipient
coloré permet de visualiser la qualité de I’administration.

C'est une intervention colteuse en main-d’ceuvre, qui ne permet pas d'avoir une cadence de
manipulation éleveée si on veut assurer la qualité de I'administration. Des appareils permettent
cependant d'améliorer la qualité de I'intervention en assurant notamment la position du flacon
de vaccin afin d'avoir une taille de gouttelette de 30 microns de fagon homogéne. (Guérin, et
al., 2011)
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I11.5.VVaccination par transfixion alaire (WING WEB STAB))

La vaccination par ponction de la membrane alaire est la méthode de choix pour
I’administration de vaccins contre la variole aviaire. Un applicateur double a deux aiguilles
permet de s’assurer que le vaccin est injecté dans la peau lors de la pénétration par I’aiguille,
autrement dit par transfixion. Pour optimiser le contact entre la dose vaccinale et les tissus de
la peau, il est conseillé de bien déplier 1’aile, le dessous vers le haut, et de transfixer la
membrane alaire verticalement, vers le bas. Une semaine apres la vaccination il est conseillé
d’examiner le site d’application sur un échantillon d’oiseaux vaccinés. Une vaccination réussie
sera confirmée par la formation d’un petit nodule avec un cedéme et une crolte causée par la

réaction locale au vaccin. (Fritts, et al., 2003)

IVV.Protocoles de vaccination :

La conception optimale d'un programme de vaccination vétérinaire dépend a la fois des
caractéristiques du vaccin et de I'épidémiologie de I'agent pathogéne ou du parasite. Les
caractéristiques pertinentes du vaccin sont la proportion des sujets vaccinées qui sont
initialement protégées, la durée de la protection et la couverture obtenue par le programme de

vaccination. (woolhouse, 1997)

V.Echec du vaccin

De nombreux facteurs peuvent provoquer I'échec d'un vaccin. L'une des causes les plus
fréquentes d'échec d'un vaccin est I'administration inappropriée du vaccin. Certains vaccins
vivants, tels que le vaccin contre la maladie de Marek, sont faciles a tuer, et le non-respect des
pratiques de manipulation recommandées par le fabricant entrainera I'inactivation du virus
avant I'administration. De méme, les vaccins viables administrés dans I'eau de boisson peuvent
étre détruits avant d'atteindre I'oiseau s'ils sont mal manipulés ou si les désinfectants de I'eau
n'ont pas été retirés de I'eau avant I'ajout du vaccin. Les vaccins qui sont administrés par
injection intramusculaire ou sous-cutanée peuvent également échouer si les vaccinateurs ne

I’administrent pas au bon lieu de vaccination approprié. (Stephen, et al., 2020)

Bien que la cause la plus fréquente de I'échec d'un vaccin soit une insuffisance ou une erreur
dans I'administration du vaccin, de nombreux cas de vaccins n'offrant tout simplement pas une
protection adéquate. Dans certains cas, la souche de terrain d'un organisme est d'une tres grande

virulence et la souche vaccinale est tres atténuée. Dans cette situation, le troupeau peut étre
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efficacement vaccing, mais I'immunité est insuffisante pour protéger complétement contre la
maladie. De nombreux agents infectieux ont plusieurs sérotypes différents, et I'échec du vaccin
peut étre d0 au fait que les antigénes du sérotype vaccinal sont différents et n'offrent pas de
protection contre le sérotype particulier de I'agent a I'origine de la maladie. (Stephen, et al.,
2020)

Les conditions de gestion jouent un role important dans la prévention des défaillances des
vaccins. Si l'on laisse des agents infectieux s'accumuler dans une exploitation au fil des
troupeaux successifs sans nettoyage ni désinfection, il est possible que la dose de provocation
d'un agent infectieux particulier soit si importante, ou si proche, qu'un programme de
vaccination normalement efficace soit dépassé. Le statut immunitaire du troupeau reproducteur
peut également étre impliqué dans I'échec d'un vaccin. Si le troupeau reproducteur fournit a sa
progéniture des niveaux élevés d'anticorps maternels, la vaccination au cours des deux
premiéres semaines de vie résulte que le vaccin soit neutralise. Le moment de la vaccination
des jeunes volailles avec les vaccins viables doivent toujours prendre la présence ou I'absence

d'anticorps maternels en considération. (Stephen, et al., 2020)

Certains agents de maladies infectieuses et mycotoxines sont immunosuppresseurs et peuvent
entrainer I'échec du vaccin. Le virus de la bursite infectieuse, I'anémie infectieuse et le virus de
la maladie de Marek sont des exemples d'agents qui peuvent provoguer une immunosuppression
sévere chez les poulets. Une mycotoxine, l'aflatoxine, s'est avérée expérimentalement
immunosuppressive et a été impliquée dans la diminution de la résistance a la maladie.
(Stephen, et al., 2020)
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CHAPITRE 4 : PRELEVEMENTS EN VUE D'ANALYSES SEROLOGIQUES
CHEZ LA VOLAILLE

|.Introduction :

La sérologie englobe un ensemble de technique de laboratoire qui permet de déterminer la
présence d’anticorps vis-a-vis d’un germe infectieux détermine et dans certains cas, de les

quantifier. (Majo, et al., 2012)

1. Type de prélevement :

Dans tous les cas, il faut prélever du sang. La prise de de sang d’une volaille s’effectue
principalement au niveau de la veine alaire. Cependant, si ’oiseau est trés jeune, la veine

jugulaire est préférable. (Majo, et al., 2012)

1. Technique de prélévement :

On expose la veine a la vue en prélevant quelques plumes sur la surface ventrale de la région
humérale de l'aile. La veine sera visible dans la dépression entre les muscles biceps brachialis
et triceps humeralis. Elle est plus facilement visible si la peau est d'abord humidifiée avec de
I'alcool a 70 % ou un autre désinfectant incolore. Pour faciliter la ponction veineuse, étendez
les deux ailes vers le dos en les serrant fermement I'une contre l'autre dans la zone de la toile
alaire avec la main gauche. Insérez l'aiguille dans la veine de l'aile droite qui tient la seringue
dans la partie droite main. L’aiguille doit étre insérée a I'opposé a la direction du flux sanguin.
Pour une analyse rapide et précise saignant, il est essentiel que l'aiguille soit bien aiguisée. Une
tres un Iéger vide devrait étre développé par intermittence pour déterminer si une ponction
veineuse ou cardiaque a eu lieu. Apres la ponction veineuse, un léger vide constant doit étre
continu a prélever du sang. Si le vide est trop grand, la paroi du vaisseau peut étre aspirée dans
l'aiguille et boucher 1’ouverture biseautée. Il est parfois nécessaire de faire pivoter le une
aiguille et une seringue pour s'assurer que I'ouverture biseautée est libre dans le lumen du

vaisseau. (Stephen, et al., 2020)
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IVV.Conservation du prélevement

Chez les oiseauy, il est recommandé de choisir des tubes en plastique de polypropyléne, plutét

que des tubes en verre ou en autre composant du sang.

Les tubes ne doivent pas contenir d’anticoagulant sanguine. Il faut en plus tenir compte de ces

points.

e Ne jamais remplir le tube totalement sauf s’il s’agit de tubes spéciaux séparateurs de
sérum contenant par exemple un gel ou des billes en plastique.

e Apres avoir obtenu le sang, placer le tube horizontalement pour augmenter la surface
du caillot

e Si le préléevement est envoyé par transport rapide, il peut rester a température ambiante.
I1 faut le conserver avant de I’envoyer au laboratoire, il vaut mieux le garder a 4°C.

¢ Ne jamais le congeler.

e Le sérum doit étre séparé le plus vite possible du caillot pour éviter ’némolyse. C’est
pourquoi il vaut mieux séparer le sérum et le placer dans un nouveau tube si I’envoi du

prélevement doit tarder plus de deux jours. (Majo, et al., 2012)

V.Taille du prélevement :

Comme les examens sérologiques sont peu relativement couteux d’un point de vue économique.
Il est possible de demander 1’analyse de grand nombre de prélévements. Pour obtenir un résultat
significatif, il faut avoir un nombre représentatif de prélévement et de ce fait, plus le lot est de
grande taille, plus le nombre de préléevements doit étre important. En pratique, il est souhaitable
d’obtenir au moins 20 prélévements par lots de poulets de chair de 30 par lots de poules
reproductrices ou pondeuses. Il ne faut jamais prendre moins de 10 prélevements. (Majo, et al.,
2012)

VI.Moment du prélevement :

I1 faut tenir compte du fait que les anticorps n’apparaissent qu’apres ’infection par le germe et
qu’il faut attendre environ une semaine apres I’infection pour pouvoir détecter les premiers
anticorps circulent. De ce fait, lorsque le préléevement a lieu environ deux semaines apres
I’apparition des singes cliniques ou la vaccination des volailles, on considere que la

séroconversion est plus ou moins compléte. Lorsque 1’on souhaite mettre en évidence une
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reconversion, il faut réaliser des prélevements au début du tableau clinique et les renouveler 2

a3 semaines plus tard. (Majo, et al., 2012)
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PARTIE
EXPERIMENTALE
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Partie expérimentale Matériel & méthodes

.LOBJECTIF:

L’objectif de notre étude sérologique est le suivi et le contrdle sérologique de quelque élevage
de dinde chair, c’est-a-dire contrdle de la qualité de la vaccination et de déceler s’il y’a
circulation du virus sauvage des Maladies : Influenza Aviaire Faiblement Pathogéne HIN2
(IAHP), Newcastle (MN).

II.LIEU ET PERIODE DU TRAVAIL :

Cette étude a été meneée durant les mois de février et mars 2020 sur une durée de 2 mois,
sur des élevages de dinde chair localisés dans la Wilaya de Sétif Est d’Algérie. Les analyses
sérologiques ont été effectuées au sein du laboratoire MC. LABOVET-Algérie sis EI-Eulma
Sétif.

Figure 3 : Localisation des élevages de dinde chair (Originale, 2020).
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1. MATERIEL ET METHODES :

I11.1.Description de ’expérience

Quatre élevages de dinde chair ont fait ’objet d’un suivie sérologique et le contréle vaccinal
pour les deux maladies : Influenza aviaire faiblement pathogéne IAFP et la maladie de
Newcastle MN. Ces élevages sont situés a dans la commune de Bir-Hadada wilaya de Sétif.

Pour chaque batiment des visites ont été effectuées et les préléevements de sang ont été réalises
3 a 5 semaines aprés la vaccination ou I’apparition de signes cliniques ou Iésionnels des
maladies concernes. Pour le choix des dates de visite ont a pris en compte de nombreux
parameétres tels que 1’age des oiseaux, la phase d’élevage, la vaccination (date d’application, le

programme de de vaccination et la phase de la maladie s’il y’a suspicion.

Une anamnese et des commémoratifs ont été établies et axés sur la situation sanitaire et la
prophylaxie médicale préalablement instaurée : type de vaccin (vivant ou inactivé), date et age
lors de la vaccination, méthode d’administration du vaccin, date d’apparition des signes

cliniques et les lésions rencontrées lors des autopsies.

Puis les échantillons de sangs sont prélevés, conserves et transportés au laboratoire MC.
LABOVET- Algérie sous couvert de froid positif +4C°.

Enfin les serums sont obtenus par centrifugation le test ELISA indirect est réalisé apres toutes

les préparations.
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Partie expérimentale Matériel & méthodes

111.2.Matériel :

111.2.1.Matériel de prélevement

- Equipement de protection individuelle ;
- Seringues de différentes tailles (5 cc)
- Aiguilles hypodermiques de calibres (18G)

- Tubes secs.

Figure 4 : Equipement de Figure 5 : Seringues. Figure 6 : Aiguilles.
protection individuelle
(Originale,2020).
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Partie expérimentale Matériel & méthodes

111.2.2.Matériel de laboratoire

- Pipettes de précision mono et multi-canaux capable de delivrer des volumes de 5 pl,
100 pl et 300 pl ;

- Embouts jaunes de pipette a usage unique de 200l de volume (Eppendorf, Suiden)

- Plaque de pre dilution format 96 puits (figure :9)

- Minuteurs (Isolab, Germany) (figure :10)

- Eaudistillée

- Systéme de lavage automatique laveur automatique (Biotek, Ex 50) (figure :11)
- Lecteur de microplaques EIx 800 (Biotek, USA) (figure :12)

- Centrifugeuse (TZD, China) (figure :13)

- Plaque ELISA sensibilisée Id Screen® NDVS, FLU H9S (IdVet, France).

Figure 7 : Pipettes (Originale,2020).
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Partie expérimentale Matériel & méthodes

Figure 8 : : Embouts de pipette a Figure 9 : Plaque de pré dilution
usage unique (Originale,2020). format 96 puits(Originale, 2020).

Figure 10 : Minuteurs. (Originale, 2020).
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Partie expérimentale Matériel & méthodes

Figure 11 : laveur automatique Figure 12 : Lecteur de microplaques a
(Originale,2020). 96 puits (Originale,2020).

= - e
________-,9-—:—55—'
TDZA-WS—

Figure 13 : Centrifuge (Originale,2020). Figure 14 : sang apres centrifugation
(Originale,2020).
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111.2.3.Les animaux

Tableau 4 : Description des quatre élevages de dinde chair retenu pour I’étude.

Elevages Souche  Type | Effectif DMEP Date de Age Nb de
prélévement prélévement
A Big 9 Dinde 5000 | 26/10/2019 & 25/02/2020 123 20
chair Jour(s)
B Big 9 Dinde = 15000 | 26/10/2019 @ 29/11/2019 35 20
chair Jour(s)
C Big 9 Dinde 5000 | 26/10/2019 & 25/02/2020 123 20
chair Jour(s)
D Big 9 Dinde 5000 | 26/10/2019 | 25/02/2020 123 20
chair Jour(s)
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Partie expérimentale

Matériel & méthodes

111.3.Méthodes :

Deux & trois semaines apres 1’apparition des signes cliniques pour le diagnostic des virus sauvage et trois

a5 semaines apres vaccination pour le controle vaccinale les prélévements de sang ont été réalisés.

111.3.1.Technique d’échantillonnage

Afin d’obtenir des échantillons représentatifs nous avons procédé par une technique qui couvre

toutes les parties du batiment.

111.3.2. Technique de prélévement

Les prélevements ont été effectués au niveau de la veine alaire des volailles directement dans

I’¢élevage.

(Y 1\
Muscle bice| !

Artére brachiale

W

Muscle triceps

Veine brachiale

Tendon du muscle pronateur
Tendon du muscle fléchisseur
Epicondyle de Uhumérus

Aiguille et seringue

Figure 15 : Prélevement sanguin au
niveau de la veine alaire (Maminiaina,
2017).

Figure 16 : Technique de prélévements
sanguins (Originale, 2020).
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Partie expérimentale Matériel & méthodes

Du sang prélevé par une seringue de 5 cc, puis il est versé dans un tube sec. Le paquet des
échantillons est étiqueté avec le nom de I’¢leveur, type d’élevage, 1’age de la bande, la date et

la région.

111.3.3.Transport du sang

Les échantillons ont été placeés dans une glaciere a température (+2°C a 8°C) et vite transporter

au laboratoire.
111.4.Analyse sérologique :
I11.4.1.Récupération du sérum :
Une fois arriver au laboratoire le sang est centrifugé a 1’aide d’une centrifugeuse afin

d’obtenir une meilleure séparation entre le caillot et le sérum. Puis, les sérums ont été mis dans

des microtubes de 2 ml (Eppendorf®) avec une pipette.

Figure 17 : Récupération du sérum (Originale, 2020).
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Partie expérimentale Matériel & méthodes

111.4.2. Technique d’analyse

On ramene tous les réactifs a température ambiante avant I’emploi et les homogénéiser par

retournement ou vortex.

Figure 18 : Thermo-hygromeétre (Originale, Figure 19 : Vortex (Originale, 2020).
2020).

Les contrdles négatif et positif sont fournis préts a I’emploi. Ne pas ajouter le tampon de dilution

aux puits contréle A1, B1, C1, D1, - les contr6les ne doivent pas étre dilué pour les analyses.

Les échantillons, quant a eux sont analysés a la dilution finale de 1/500 en tampon dans la
plague ELISA. Dans une plaque de pré-dilution, réserver les puits Al, B1, C1, D1, aux

contrdles et ajouter le serum et le diluant pour avoir le titre 1/500 ;

1. Dans la plaque d’ELISA, ajouter :
- 100 pl du contréle négatif dans les puits Al et B1.
- 100 pl du contréle positif dans les puits C1 et D1.
- Les sérums dilués dans le reste des puits.
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2. Couvrir la plague et incuber 60 minutes (x 6 min) a température ambiante pour le kit ID
Screen® Influenza H9 Indirect et 30 minutes pour le kit : ID Screen® Newcastle Disease
Indirect,

3. Préparer le conjugué ;

4. Vider les puits puis laver 3 fois chaque puits avec la solution de lavage et éviter le
dessechement entre les lavages ;

5. Distribuer 100ul de conjugué dans chaque puits.

6. Couvrir la plaque et incuber a température ambiante pour les plaques ELISA ;

7. Vider les puits. Laver 3 fois chaque puits avec au minimum, éviter le dessechement des
entre les lavages.

8. Distribuer 100ul de solution de révelation dans chaque puits.

9. Couvrir la plaque et incuber 15 min (x 2 min) a température ambiante a 1’obscurité.

10. Distribuer 100ul de solution d’arrét dans chaque puits pour arréter la réaction. Ajouter la

solution d’arrét dans le méme ordre qu’en étape N°9.

Mesurer er enregistré les densités optiques a 450 nm.
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IV.INTERPRETATION :

Les résultats de I'ELISA sont traités par le logiciel ID Soft™ 5,11 et afin de les interpréter
différents critéres sont pris en compte ainsi que les signes cliniques les Iésions et le protocole

vaccinal.

e Positivité des sérums ;

e Moyenne des titres des anticorps (MT) ;
e Moyenne géométrique (GMT) ;

e Coefficient de variabilité (CV) ;

e Bases lignes des moyennes des titres. (Base interne du laboratoire).
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V. RESULTATS ET DISCUSSION

Les résultats et leurs interprétations sont décrits pour chacune des maladies dans chaque

élevage.

V.1.L’influenza aviaire faiblement pathogene (IAHP)(HIN2)

V.1.1.Résultats sérologiques de I’¢élevage « A » pour I’influenza aviaire faiblement

pathogene (IAHP)(HION2)

Les résultats sérologiques de 1’élevage « A » pour I’Influenza aviaire faiblement pathogene

(IAHP)(HIN2) sont présentés dans la figure et le tableau ci-dessous :

Mb Individus
o

1k
D I] L [I 1 U 4 I:l - [I b 1 U 1 I} L 1 1 - [:- L :l 1 U 1 I: 4 [I 1 :I

] 1 2 3 4 5 B 7 B ] 10 11 12 13 14 15 18 A7
Groupes
Figure 20 : Representation graphique de groupe de titre de I'élevage « A » de I’lAFP.

Tableau 5 : Statistiques des titres sérologiques de I’élevage « A » de I’l AFP.

Moyenne 19 247
Minimum 8 089
Maximum 20614
G.M.T. 18 988
% CV 13
Nombre de Sérums Positifs 24/24
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V.1.2. Interprétation des résultats de I’élevage « A » pour I’influenza aviaire

faiblement pathogene (IAHP)(HION2)

e Vaccination : L’élevage « A » est non vacciné contre IAFP.
e Signes cliniques : bouchon trachéale ; mortalité élevée.

e Le nombre de sérums positifs (24/24)

e Le CV esttres serré (CV=13)

e La moyenne des titres est élevée (MT=19247)

e Les données de la Baseline MC VETOLAB ALGERIE.

Apres analyse des différents parametres cliniques, lésionnels, protocole vaccinal et les

statistiques du Test ELISA ont a conclu que c’est un passage viral tres séveére.
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V.1.3.Résultats sérologiques de I’élevage « B » pour I’influenza aviaire faiblement

pathogene (IAHP)(HION2)

Les résultats sérologiques de 1’élevage « B » pour I’Influenza aviaire faiblement pathogéne

(IAHP)(HI9N2) sont présentés dans la figure et le tableau ci-dessous :

M Individus

2 2
2 H
1.
) 0o ¢ o o ©®© © o o & ° @© °©o 0°© 0
1 2 3 4 5

] B 7 ] ] 10 11 12 13 14 15 168 17
Groupes
Figure 21 : Représentation graphique de groupe de titre de I'élevage « B » de ’IAFP.

Tableau 6 : Statistiques des titres sérologiques de I’élevage « B » de 'l AFP.

Moyenne 537
Minimum 81
Maximum 2789
G.M.T. 279
% CV 146
Nombre de Sérums Positifs 04/20
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V.1.4.Interprétation des résultats de I’élevage « B » pour I’influenza aviaire

faiblement pathogéne (IAHP)(HIN2)

e Vaccination : L’élevage « B » est non vacciné contre IAFP
e Signes cliniques : Absence de signes cliniques et lésionnels.
e Le nombre de sérums positifs (04/20)

e Le CV esttres hétérogéne (CV=146)

e Lamoyenne géométrique des titres est basse (GMT=279).

e Les données de la Baseline MC VETOLAB ALGERIE.

Apres analyse des différents parametres cliniques, lésionnels, protocole vaccinal et les

statistiques du Test ELISA ont a conclu que c’est le début d’infection.
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V.1.5.Résultats sérologiques de I’élevage « C » pour I’influenza aviaire faiblement

pathogene (IAHP)(HION2)

Les résultats sérologiques de 1’élevage « C » pour I’Influenza aviaire faiblement pathogéne

(IAHP)(H9N2) sont présentés dans la figure et le tableau ci-dessous :

Mb Individus

e /o o © o0 0 0 @ 0 0 . I I
¢ 1 2 3 4 &5 & 7 & & 1 11 12 13 14 15 1€ 1T
Groupes

Figure 22 : Représentation graphique de groupe de titre de I'élevage « C » de I’lAFP

Tableau 7 : Statistiques des titres sérologiques de I’élevage « C » de I’ AFP.

Moyenne 20 216
Minimum 18 815
Maximum 20 483
G.M.T. 20211
% CV 2
Nombre de Sérums Positifs 20/20

44



V.1.6.Interprétation des résultats de I’élevage « C » pour I’influenza aviaire

faiblement pathogéne (IAHP)(HIN2)

e Vaccination : L’élevage « C » n’a pas été vacciner contre IAFP

e Signes cliniques : hémorragie sous cutanée ; bouchon trachéal ; mortalité trés élevée.
e Le nombre de sérums positifs (20/20).

e LeCV esttresserré (CV=2)

e Lamoyenne des titres est élevée (MT=20216)

e Les données de la Baseline MC VETOLAB ALGERIE.

Apres analyse des différents parameétres cliniques, lésionnels, protocole vaccinal et les

statistiques du Test ELISA ont a conclu que c’est un passage viral trés sévére.
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V.1.7.Résultats sérologiques de I’élevage « D » pour I’influenza aviaire faiblement

pathogene (IAHP)(HION2)

Les résultats sérologiques de I'élevage « D » pour I'Influenza aviaire faiblement pathogene

(IAHP)(H9N2) sont présentés dans la figure et le tableau ci-dessous :

Nb Individus

Figure 23 :

| [ _l 0 3 0 A_-L)~ _34 O~ = 0_4 0 a 0 0 4] g ] > ) G 0
0 i < é 7 B [ T ¥ A T R TR U
Grounes

Représentation graphique de groupe de titre de I'élevage « D » de PIAFP

Tableau 8 : Statistiques des titres sérologiques de I’élevage « D » de I’ AFP.

Moyenne 340
Minimum 44
Maximum 1021
G.M.T. 253
% CV 76
Nombre de Sérums Positifs 02/20
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V.1.8.Interprétation des résultats de I’élevage « D » pour I’influenza aviaire

faiblement pathogéne (IAHP)(HIN2)

e Vaccination : L’élevage « D » n’est pas vacciné contre |IAFP.
e Signes cliniques : Absence de signes cliniques et lésionnels.
e Quelque sujets positifs (02/20).

e Le CV esttres hétérogéne (CV=76)

e Lamoyenne géométrique des titres est basse (GMT=253)

e Les données de la Baseline MC VETOLAB ALGERIE.

Apres analyse des différents parameétres cliniques, lésionnels, protocole vaccinal et les

statistiques du Test ELISA ont a conclu que c’est le début d’infection.
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V.2.La maladie de Newcastle

V.2.1.Résultats sérologiques de I’élevage « A » pour la maladie de Newcastle

Les résultats sérologiques de 1’élevage « A » pour la maladie de Newcastle sont présentés dans

la figure et le tableau ci-dessous :

Mb Individus
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Figure 24 : Représentation graphique de groupe de titre de I'élevage « A » de la maladie

de Newcastle

Tableau 9 : Statistiques des titres sérologiques de I’élevage « A » pour la maladie (MN).

Moyenne 7268
Minimum 2327
Maximum 14457
G.M.T. 6501
% CV 46
Nombre de Sérums Positifs 20/20
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V.2.2.Interprétation des résultats de I’élevage « A » pour la maladie de Newcastle

e Vaccination : L’élevage « A » a été vacciné en utilisons deux vaccins.
e Signes cliniques : respiratoires et digestifs modéres.

e Le nombre de serums positifs (20/20).

e LeCV (CV=46).

e Lamoyenne des titres est un peu plus élevée (MT=7268)

e Les données de la Baseline MC VETOLAB ALGERIE.

Apres analyse des différents parameétres cliniques, Iésionnels, protocole vaccinal et les
statistiques du Test ELISA ont a conclu que c’est un passage viral 1égé car les animaux
sont bien vaccinés, deux vaccinations primo et rappel, ce qui procure une bonne

protection contre les virus circulant dans le terrain.
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V.2.3.Résultats sérologiques de I’élevage « B » pour la maladie de Newcastle

Les résultats sérologiques de I'élevage « B » pour la maladie de Newcastle sont présentés
dans la figure et le tableau ci-dessous :

G

Mb Individus
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Figure 25 : Représentation graphique de groupe de titre de I'élevage « B » de la maladie

de Newcastle

Tableau 10 : Statistiques des titres sérologiques de I’élevage « B » de la maladie (MN).

Moyenne 10 486
Minimum 6 748
Maximum 14 477
G.M.T. 10 267
% CV 21
Nombre de Sérums Positifs 20/20
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V.2.4.Interprétation des résultats de I’élevage « B » pour la maladie de Newcastle

e Vaccination : L’élevage B a été vacciner contre la maladie de Newcastle par 2 vaccins.
e Signes cliniques : respiratoires et digestifs modéres.

e Le nombre de sérums positifs (20/20)

e LeCV estserré (CV=21)

e La moyenne des titres est élevée (MT=10486)

e Les données de la Baseline MC VETOLAB ALGERIE.

Apres analyse des différents parametres cliniques, lésionnels, protocole vaccinal et les

statistiques du Test ELISA ont a conclu que c’est un passage viral modéré.
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V.2.5.Résultats sérologiques de I’élevage « C » pour la maladie de Newcastle

Les résultats sérologiques de I'élevage « C » pour la maladie de Newcastle sont présentés

dans la figure et le tableau ci-dessous :

Mb Individus

1} H
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Figure 26 : Representation graphique de groupe de titre de I"élevage « C » de la maladie

de Newcastle.

Tableau 11 : Statistiques des titres sérologiques de I’élevage « C » de la maladie (MN).

Moyenne 7103
Minimum 1622
Maximum 11 960
G.M.T. 6 160
% CV 46
Nombre de Sérums Positifs 20/20
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V.2.6.Interprétation des résultats de I’élevage « C » pour la maladie de Newcastle

e Vaccination : L’¢élevage C a été vacciner par 2 vaccins.

¢ Signes cliniques : Absence de signes cliniques et lésionnels.
e Le nombre de serums positifs (20/20).

e LeCV (CV=46)

e Lamoyenne des titres est légérement élevée (MT=7103).

e Les données de la Baseline MC VETOLAB ALGERIE.

Apres analyse des différents parametres cliniques, lésionnels, protocole vaccinal et les
statistiques du Test ELISA ont a conclu que c’est un passage viral 1égé car les animaux
bien vaccinés deux vaccinations ce qui étend le spectre de protection contre les virus

circulant dans le terrain
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V.2.7.Résultats sérologiques de I’élevage « D » pour la maladie de Newcastle

Les résultats sérologiques de I'élevage « D » pour la maladie de Newcastle sont présentés

dans la figure et le tableau ci-dessous :

Mb Individus

]

T g

9 m " 12 13 14 15 18 17

Groupes
Figure 27 : Representation graphique de groupe de titre de I"élevage « D » de la maladie

de Newcastle.

Tableau 12 : Statistiques des titres sérologiques de I’élevage « D » de la maladie (MN).

Moyenne 10 931
Minimum 6675
Maximum 15569
G.M.T. 10 645
% CV 23
Nombre de Sérums Positifs 20/20
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V.2.8.Interprétation des résultats de I’élevage « D » pour la maladie de Newcastle

e Vaccination : L’élevage D a été vacciner par 2 vaccins.
e Signes cliniques : respiratoires et digestifs modéres.
e Le nombre de serums positifs (20/20).

e LeCV estserré (CV=23)
e La moyenne des titres est élevée (MT=10931)

e Les données de la Baseline MC VETOLAB ALGERIE.

Apres analyse des différents parametres cliniques, lésionnels, protocole vaccinal et les

statistiques du Test ELISA ont a conclu que c¢’est un passage viral modéré.
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VI.CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS :

En conclusion cette étude aprés avoir analyser les sérums des différent élevages de dinde chair
par la technique sérologique (ELISA) a permis de diagnostiquer des maladies virales au sein

des élevages en dépit de leur vaccination.
Comme recommandations, on propose les points suivants :

» Le programme de vaccination doit étre basé sur des données épidémiologiques de la
région ;
» Les conditions de conservation des vaccins et la technique de vaccination doivent étre

réalisées par un professionnel.
» Améliorer la technique de vaccination en faisant appel a un personnel expérimenteé ;
» L’utilisation d’un matériel adéquat pour la vaccination (Nébuliseur) ;
» Utilisation des stabilisateurs de vaccin ;
» Choix de la souche vaccinal,
» Renforcement des protocoles par des rappels lorsque la pression virale est élevée ;

» Vaccination aux couvoirs pour anticiper les virus sauvages du terrain,

Ainsi un suivie sérologique pour s’assurer de la bonne protection du troupeau et réduire I'impact

des pathologies dans les élevages de volailles.
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SUMMARY::

A serological study was conducted in four meat turkey farms in the wilaya of Setif in Algeria.
The objective was to detect a viral passage and to evaluate the quality of vaccination.

A serological study using the ELISA technique against avian influenza (HIN2) viruses from
and Newcastle (ND). Serum samples were subjected to indirect Elisa testing using IDvet FLU
H9, NDV Kits. For the meat turkey farms concerned.

The following serological scores were recorded: mean titers and coefficients of variability:
Influenza for farm "A" (MT=19247) (CV=13); for farm "B" (MT=537) (CV=146); for farm
"C" (MT=20216) (CV=2); for farm "D" (MT=340) (CV=76).

Newcastle disease for Farm "A" (MT=7268) (CV=46); for Farm "B" (MT=10486) (CV=21);
for Farm "C" (MT=7103) (CV=46); for Farm "D" (MT=10931) (CV=23).

In conclusion, this work has shown high viral pressure in the field and vaccination failures.
Thus, the availability of a database for the implementation of a medical prophylaxis program
specific to the epidemiological conditions of the farms and an adequate vaccination are
necessary to lower the pressure of circulating viruses and improve the profitability of the

farms.
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Turkey - Avian influenza - Newcastle disease - Vaccination - ELISA — Sétif.
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RESUME :
Une étude sérologique a été menée au sein de quatre élevages de dinde chair dans la wilaya de
Sétif en Algérie. L’objectif a été de détecter un passage viral ainsi d’évaluer la qualité de la

vaccination.

Une étude sérologique par la technique ELISA vis-a-vis des virus de la maladie de I’influenza
aviaire (H9N2) et de Newcastle (ND). Les échantillons de serum ont été soumis au test Elisa

indirect en utilisant les kits IDvet FLU H9, NDV. Pour les élevages de dinde chair concernés

Les scores sérologiques suivants ont été enregistrées : les moyennes des titres et les

coefficients de variabilité :

De I’influenza pour 1’élevage « A » (MT=19247) (CV=13) ; pour 1’élevage « B » (MT=537)
(CV=146) ; pour I’élevage « C» (MT=20216) (CV=2); pour I’élevage « D » (MT=340)
(CV=T6).

De la maladie de Newcastle pour I’¢levage « A » (MT=7268) (CV=46) ; pour I’¢levage « B »
(MT=10486) (CV=21) ; pour I’élevage « C» (MT=7103) (CV=46) ; pour 1’élevage « D »
(MT=10931) (CV=23).

En conclusion ce travail a montré une pression virale €levée sur le terrain et des échecs de
vaccination ainsi la disposition d’une base de données pour la mise en place d’un programme
de prophylaxie médicale spécifique aux conditions épidémiologiques des élevages et une
vaccination adéquate sont nécessaires pour baisser la pression des virus circulante et

améliorer la rentabilité des élevages.

Mots clé :

Dinde chair —influenza aviaire—Maladie de Newcastle — Vaccination — ELISA— Sétif.





