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Résumé

La laryngotrachéite infectieuse (LTI) est une maladie des voies respiratoires supérieures
hautement contagieuse du poulet. La maladie se caractérise par une morbidité élevée, une
mortalité considérable et une diminution de la production d'ceufs. Les poulets infectés de
maniere latente sont la principale source d'épidémies du virus LTI (VLTI), indépendamment de la
vaccination. Outre les méthodes de diagnostic conventionnelles, notamment l'isolement et
I'identification du VLTI, la détection sérologique, les outils biotechnologiques avancés tels que la
PCR, la PCR quantitative en temps réel, le séquencage de nouvelle génération, et d'autres outils

sont utilisés dans le diagnostic précis et les études épidémiologiques du VLTI.

La vaccination est réalisée par des vaccins conventionnels, notamment des vaccins VLTI
vivants atténués modifiés et des vaccins a vecteurs recombinants avancés exprimant différentes
glycoprotéines du VLTI, mais ces candidats ne parviennent toujours pas a réduire I'excrétion du
virus d'épreuve. Certains composants a base de plantes se sont avérés bénéfiques pour réduire

la gravité de la maladie clinique.

Ce travail a pour objectif d’étudier la dynamique du virus LTI toute en se focalisant sur
son statut actuel, ses caractéristiques virales, son épidémiologie, sa pathobiologie et les progres
des stratégies de diagnostic, de vaccination et de contréle pour lutter contre cette importante

maladie de la volaille.

Mots clés : laryngotrachéite, diagnostic, épidémiologie, vaccination
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Abstract

Infectious laryngotracheitis (ILT) is a highly contagious disease of the chicken upper
respiratory tract. Irrespective of vaccination, latently infected birds are the primary source of ILT
virus (ILTV) outbreaks. Apart from conventional diagnostic methods including isolation and
identification of ILTV, serological detection, advanced biotechnological tools such as PCR,
guantitative real-time PCR, next generation sequencing, and others are being used in accurate

diagnosis and epidemiological studies of ILTV.

Vaccination is carried out using the conventional vaccines including modified live
attenuated ILTV vaccines, and advanced recombinant vector vaccines expressing different ILTV
glycoproteins, but still these candidates frequently fail to reduce challenge virus shedding. Some

herbal components have proved to be beneficial in reducing the severity of the clinical disease.

The objective of this work is to study the LTI virus with regard to its current status, virus
characteristics, epidemiology, transmission, pathobiology, and advances in diagnosis, vaccination

and control strategies to counter this important disease of poultry.

Keywords: Laryngotracheitis, diagnostic, epidemiology, vaccination
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Introduction

Introduction

L'aviculture est I'un des secteurs en développement rapide, qui joue un réle important
dans la sécurité alimentaire mondiale. La conséquence de la mondialisation, du changement
climatique et de l'augmentation rapide de la population avicole entraine I'émergence de
plusieurs maladies. Parmi les maladies émergentes, la laryngotrachéite infectieuse (LTI) est une
maladie des voies respiratoires supérieures hautement contagieuse du poulet et a été considérée
comme une préoccupation majeure pour la santé et le bien-étre des volailles (Bagust et

al., 2000).

Chez les poulets, deux formes principales de la LTI ont été décrites dans des conditions de
terrain qui incluent la forme aigué ou épizootique sévere caractérisée par une détresse
respiratoire importante, des éternuements, une expectoration de mucus sanguin, une trachéite
hémorragique sévere et une conjonctivite accompagnées d'une mortalité élevée atteignant
jusqu'a 70 % (allant de 5 a 70 %) et une forme plus bénigne caractérisée par une trachéite
catarrhale légére a modérée, une sinusite, une conjonctivite, une morbidité relativement faible
et une mortalité occasionnelle qui varient généralement entre 0,1 et 2 % (Ou et

Giambrone, 2012).

Les vaccins d'origine embryonnaire de poulet (CEO) et d'origine de culture tissulaire (TCO)
développés au cours des années 1960 ont été largement utilisés pour contrdler les épidémies de
la LTI dans le monde entier. Dans l'intervalle, les deux vaccins avaient tendance a revenir a la
virulence aprés des passages d'oiseau a oiseau. On pense que la plupart des épidémies sont
causées par des isolats de vaccin CEO qui persistent dans les exploitations d'oiseaux a longue
durée de vie et se propagent dans les populations de volailles (Blacker et al., 2011). L'incidence
accrue de la maladie est due a des facteurs plus concrets tels que I'augmentation de la densité
de production de volaille, la diminution des temps d'arrét des sites de production, une mauvaise
biosécurité et de mauvaises méthodes de vaccination. La réactivation et I'excrétion du virus
vaccinal ont été signalées dans plusieurs élevage de poules pondeuses commerciales
(Thilakarathne et al., 2020 ). Par conséquent, une attention sérieuse doit étre accordée au
contréle de la LTI dans les zones a forte densité de volaille, non seulement pour éviter les pertes

économiques, mais également pour améliorer le bien-étre et la santé des volailles.


https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/01652176.2020.1759845
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/01652176.2020.1759845
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/01652176.2020.1759845
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/01652176.2020.1759845

Introduction

Le présent travail se concentre sur I'apercu complet de la LTI en ce qui concerne son étiologie,
son épidémiologie, sa transmission, sa pathobiologie, les progrés du diagnostic et des vaccins, et

les stratégies de prévention et de contrdle appropriées.
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Chapitre | : Connaissances actuelles sur la laryngotrachéite infectieuse aviaire
1.1 Généralités

I.1.1. Définition

La laryngotrachéite infectieuse (LTI) est une maladie virale trés contagieuse causée par
un Herpesvirus, qui se caractérise généralement par une affection sévere des voies respiratoires
supérieures. La maladie touche les poules domestiques, mais aussi les faisans, les dindes et les
paons avec des conséquences graves pour la production en raison de la mortalité et/ou baisse
de la production des ceufs. Elle n’est pas dangereuse pour ’lhomme (Alaraji et al., 2019 ; Hidalgo,

2003).

1.1.2 Historique

La LTI a été décrite pour la premiere fois en 1925 par May et Tittsler sous le nom de
trachéo-laryngite, et peu de temps aprés, son étiologie virale a été démontrée. Elle a été appelée
Laryngotrachéite, la grippe diphtérie et pneumonie (May et Tittsler, 1925). Quelques premiers
investigateurs se sont également référés a la maladie en tant que bronchite infectieuse. Le terme
de laryngotrachéite infectieuse a été adopté en 1931 par le Comité spécial sur les maladies de la
volaille de I'association Américaine des médecins vétérinaires (Beaudette, 1937 ; Beach, 1931).
La LTI a été la premiére maladie aviaire virale majeure contre laquelle un vaccin efficace a été

développé, mis au point par des chercheurs a I'Université Cornell (Beaudette, 1937).

1.1.3 Importance économique

La description de la LTI dans de nombreux pays reste un souci majeur dans l'aviculture
intensive, caractérisée comme une pathologie importante quand elle se produit avec une
épidémie (Guy et Bagust, 2003). Les épidémies de la forme clinique modérée sont communes
chez les poules pondeuses et sporadiques chez le poulet de chair (Saepulloh, 2004). Son
importance économique est liée aux pertes dues a la mortalité et/ou diminution de la production
d'ceufs. La diminution du taux de ponte est modérée allant de 5% a 15% sans altérer les
caractéristiques de la coquille. La mortalité varie sensiblement de 10% a 20% et peut atteindre
des valeurs aussi élevées que 50% a 70% (Callison et al., 2007 ; Seddon, 1935 ; Hinshaw et al.,
1931). Les taux de morbidité et de mortalité varient en fonction de la virulence de la souche en
circulation (Oldoni et al., 2009 ; Kirkpatrick et al., 2006), les niveaux de virus circulant sur le

terrain et les infections par d'autres maladies respiratoires des volailles (Guy et Garcia, 2008).
3
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Récemment, la maladie de la laryngotrachéite (LTI) est réapparue sous une forme légére
dans les élevages de poules pondeuses (Shan-Chia, 2010 ; Barhoom, 2009). Seulement quelques
oiseaux dans un élevage infecté peuvent manifester les signes respiratoires classiques de la

maladie et la mortalité peut étre faible et la chute de ponte peut atteindre 30% (Gomes, 2008).

1.2 Epidémiologie

1.2.1 Epidémiologie descriptive

La LTI a une répartition géographique cosmopolite, elle est cyclique dans les zones
endémiques, surtout dans les zones a forte densité de production (Hodgson, 2009 ; Brandly,
1936). Les données sur la prévalence sont rares dans la littérature. Barhoom (2009) observe en
Palestine, sur 3 élevages de poules pondeuses, une séroprévalence de 100 %. Dans une étude

portée sur 5 élevages de poules pondeuses (en Iran) ont trouvé une prévalence (Ebrahimi et al.,

2003).

En Algérie, c’est qu’en 2017, que les signes de la LTI sont devenus alarmants, les suspicions
ont été confirmées par le diagnostic de laboratoire. La pression de la maladie est devenue
menacante pour le secteur toutes spéculations confondues. La vaccination contre la LTI a alors

été généralisée (Bouderbal, 2018).

1.2.2 Epidémiologie analytique
1.2.2.1 Espéces affectées

Le poulet est I'h6te naturel du virus, quel que soit son age, bien que les signes
caractéristiques de la maladie s’observent le plus souvent chez I'adulte (plus de 3 semaines
d’age). La multiplication virale est en général limitée a la sphére respiratoire, les animaux ne
présentant donc pas de virémie (Bagust et al., 1986 ; Hitchner et al., 1977 ; Winterfield et So,
1968). Il semble que les pigeons, colombes, moineaux, étourneaux, corbeaux, canards, pintades
soient réfractaires a l'infection (Beach, 1931), cependant (Yamada et al., 1980) ont rapporté

I'infection subclinique et la séroconversion chez les canards.

1.2.2.2 Transmission du virus

Les oiseaux infectés excretent le virus dans leurs sécrétions respiratoires pendant 10 jours
apres l'infection. Le VLTI pénétre dans I'h6te par les voies respiratoires, oculaires et dans une
moindre mesure, par voie orale (Figure 1) (Williams et al., 1992 ; Bagust et al., 1986 ; Hitchner et

4
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al., 1977 ; Robertson et Egerton, 1981). La transmission directe d'oiseau a oiseau est endémique
par rapport au contact avec des oiseaux infectés ou porteurs de fagon latente. Le mélange de

poulets vaccinés et naifs est important pour la transmission directe.

Ni la transmission verticale ni la transmission du virus a travers la coquille de I'ceuf n'ont
été démontrées. Aucune virémie typique ne se produit pendant l'infection par le VLTI, bien que
la propagation du virus vers des sites non respiratoires ait été attribuée aux leucocytes infectés
(Oldoni et al., 2009 ; Chang et al., 1973). Les oiseaux porteurs qui ont survécu a des épidémies

précédentes agissent également comme une source d'infection pour les oiseaux naifs.

Les oiseaux infectés transmettent facilement la maladie par la sécrétion orale par rapport
aux oiseaux cliniquement récupérés ou porteurs latents (Hughes et al., 1987).Le virus est
généralement introduit dans un troupeau par contact direct avec des exsudats respiratoires ou
par transmission indirecte / mécanique de matériel contaminé, litiére, sacs d'alimentation,
plumes, véhicules, poussiére, chaussures, vétements et mouvement des personnes (Zellen et al.,
1984 ; Mallinson et al., 1981; Beaudette, 1937 ; Dobson, 1935). Des études récentes ont
démontré que le VLTI peut persister dans le biofilm des conduites d’eau potable et se propager

aux oiseaux sensibles (Ou et al., 2011).
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Figure 1 : Modalité de transmission du virus de la LTI (Gowthaman et al., 2020)
1.3 Etiologie

1.3.1 Classification du virus
La LTI est causée par le virus de la laryngotrachéite infectieuse (VLTI), également connu
sous le nom Gallid herpesvirus 1 (GaHV-1), qui appartient au genre lltovirus, sous - famille

Alphaherpesvirinae de la famille Herpesviridae (Davison et al., 2009).

1.3.2 Morphologie du virus

Les micrographes électroniques obtenus sur des cultures de cellules d'embryon de poulet
infectées par le virus de la LTI démontrent la présence des particules virales icosaedres. Certains
auteurs ont décrit les nucléocapsides hexagonales du VLTI de 80 a 100 nm de diameétre, les
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nucléocapsides présentent une symétrie icosaedre et elles sont composées de 162 capsomeres
prolongées. La particule virale a un diametre de 195 a 250 nm, elle comporte une enveloppe
irréguliere entourant la nucléocapside. L'enveloppe contient les spicules des glycoprotéines
virales (Figure 2) (Cruickshank et al., 1963 ; Watrach et al., 1963). Ce virus ne résiste pas aux
antiseptiques habituels et il est détruit par la lumiére du soleil, par des hautes températures

(56°C).

ﬁYWWYM

0

w Envelope
N Nucleocapsid
N N
N Linear double-
- ‘, \ \) stranded DNA
> : -

- \J‘"’Gchoprotcm

N |

Figure 2 : Structure de virus de la LTI (Gowthaman et al., 2020)

1.3.3 Composition chimique du virus

L'acide nucléique du VLTI est composé d'ADN avec une densité de 1,704 g/mL, une valeur
similaire a celle d'autres Herpesviruses (Plummer et al., 1969). Le poids moléculaire de I'ADN
virale du VLTI est approximativement 100x10°, le génome ayant deux formes isométriques (Leib
et al., 1986 ; Kotiw et al., 1982). (Plummer et al., 1969) ont rapporté que I'ADN virale de la LTI
posséde un ratio guanine/cytosine de 45%, qui est inférieur a beaucoup d'autres Herpesvirus. Le
génome d'ADN est une molécule bicaténaire composé de 155-kb linéaire (Johnson et al., 1991 ;
Lieb, 1987). Des données successives sur le géne thymidine kinase du VLTI montrent I'homologie
d'ADN entre VLTI et divers autres Alphaherpesviruse (Keeler et al., 1991 ; Griffin et Boursnell,
1990).
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Les glycoprotéines du VLTI, comme d'autres Herpesvirus, sont responsable de la
stimulation humorale et cellulaire de la réponse immunitaire (York et Fahey, 1990). Cinq
principales glycoprotéines d'enveloppe avec les poids moléculaires de 205, 160, 115, 90, et de 60
kD ont été rapportées par (York et al, 1990) pour étre les principaux immunogénes du VLTI. La
caractérisation des glycoprotéines du VLTI a été entreprise dans plusieurs laboratoires ; les gB,

gC, gD, gX, gK, et le gp60 ont été séquencées (Bagust et Johnson, 1995).

1.3.4 Réplication virale

La réplication du VLTI se produit pendant la premiére semaine de l'infection (Williams et
al., 1992 ; Bagust et al., 1986). Conjonctive et muqueuses trachéales sont les principaux sites de
réplication du VLTI conduisant a une inflammation, écoulement séreux ou muqueux, et une
détresse respiratoire (Coppo et al., 2013). Le VLTI interagit avec les cellules qui tapissent la cavité
nasale, la muqueuse conjonctivale et les glandes de Harder, ces tissus jouent un réle clé dans la

réplication du virus précoce et dictent le sort de I'infection (Beltran et al., 2017).

Dans le systeme respiratoire, les cellules épithéliales qui tapissent le larynx et la trachée
sont toujours affectées, tandis que les sinus respiratoires, les sacs aériens et les tissus

pulmonaires peuvent ou non étre affectés (Hanson et Bagust, 1991).

La réplication du virus se fait selon le méme schéma que les autres Herpesvirus (Figure 3)
(Roizman, 1996 ; Prideaux et al., 1992). Apres attachement a la cellule hote et libération de la
nucléocapside, le virus est transporté jusqu’a la membrane nucléaire. La libération de ’ADN de
la nucléocapside est suivie de sa migration dans le noyau via les pores nucléaires. C'est a ce
niveau que I’ADN viral soit transcrit et répliqué (Honess et Roizman, 1974). La transcription de

I’ADN viral produit environ 70 protéines, dont la majorité est structurale.

L’ADN répliqué se fixe a I'intérieur du noyau aux nucléocapsides synthétisées, puis ces
structures migrent via la couche interne de la membrane nucléaire, acquérant ainsi leur
enveloppe. Ces virions mdrissent dans le cytoplasme et sont libérés soit par exocytose, soit par

lyse cellulaire (Mettenleiter, 2002 ; Guo et al., 1993).
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Figure 3. Réplication de virus LTI (Gowthaman et al., 2020)

1. Piece jointe 2. Le tégument et la nucléocapside sont transportés dans le cytoplasme 3. L'ADN viral libéré
de la nucléocapside pénétre dans le noyau par les pores nucléaires 4. Trois classes de génes, a savoir
précoce (E), précoce / tardif (E / L) et late (L) sont exprimés au cours du processus de transcription et de
traduction virale en fonction des niveaux d'expression. 5. Les nucléocapsides contenant de I'ADN
acquierent une enveloppe en bourgeonnant a partir des lamelles internes de la membrane nucléaire. 6.
Les virions sont transportés dans la lumiére du réticulum endoplasmique pour acquérir une seconde
enveloppe et s'accumuler davantage dans les vacuoles cytoplasmiques. 7,8. Les vacuoles contenant les
virions sont libérées par exocytose ou lyse cellulaire.

1.3.5 Sensibilité aux agents chimique et physique

Compte tenu de la nature enveloppée du virus, l'infectiosité du VLTI est fortement
modulée par des solvants organiques tels que le chloroforme, I'éther et des agents oxydants
comme H,0; (Neighbor et al., 1994 ; Fitzgerald et Hanson, 1963). La sensibilité du VLTI a la
température differe grandement entre ses souches. Dans les exsudats respiratoires et les
carcasses de poulets, le virus peut rester infectieux pendant 10 jours a 3 mois a une température
comprise entre 13 et 23°C. La capacité de survie du virus peut étre prolongée pendant plusieurs
mois lorsqu'il est conservé a 4°C dans des milieux d'enrichissement tels que les nutriments et le
bouillon de glycérol. Des études antérieures ont révélé la perte d'infectiosité du VLTI par
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chauffage a 55°C pendant 15 minutes ou a 38°C pendant 48 heures alors que certaines souches
sont résistantes a la chaleur (Meulemans et Halen, 1978). Dans la litiere profonde, le VLTI survit
pendant 3 a 20 jours a 11-24,5°C, dans les excréments des cages en batterie pendant 3 jours a

11-19,5°C et au moins pendant 3 semaines dans les carcasses enterrées.

Les études démontrent que la viabilité du virus dans la litiere diminue lors de I'application
de chaleur a 38°C pendant 24 heures ou du compostage (Giambrone et al., 2008). Le virus est
facilement détruit (<1 min) par des désinfectants courants comme 3% de crésol, 5% de phénol
ou une solution d'hydroxyde de sodium a 1% (Meulemans et Halen, 1978), mais la présence de

matiere organique affecte |'efficacité des désinfectants (Ruano et al., 2001).

1.3.6 Classification des souches virales
1.3.6.1 Antigénicité

Bien que les souches du VLTI semblent étre antigéniquement similaires sur la base de
divers tests tels que le test d'immunofluorescence, la neutralisation virale et les études de
protection croisée (Shibley et al, 1962 ; Cover et Benton, 1958), la différence de virulence a été
démontrée chez les embryons de poulet et dans les cellules de culture (Russell et Turner, 1983 ;
Izuchi et Hasegawa, 1982 ; Pulsford et Stokes, 1953). Les glycoprotéines d'enveloppe du VLTI
semblent étre la puissante protéine immunogene capable de stimuler les réponses immunitaires

humorales et cellulaires chez le poulet (York et Fahey, 1990).

Les antigénes du VLTI comprennent des glycoprotéines tels que gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl,
Gj gK, gL et gM et sont important par leur réle crucial dans I'entrée du virus et la réplication
(Goraya et al., 2017). Parmi les glycoprotéines d'enveloppe, la glycoprotéine G (gG) est identifiée
pour faciliter I'entrée du virus (Tran et al., 2000), la propagation intercellulaire (Nakamichi et al.,
2002), et fonctionne comme une protéine de liaison chimiokine virale large spectre (vCKBP). La
gG se lie aux chimiokines de la sous-famille C, CC et CXC, et empéche ainsi l'interaction entre les
chimiokines et leurs récepteurs. Il bloque également la liaison de chimiokines a
glycosaminoglycanes, qui est nécessaire pour l'activité de chimiokine (Bryant et al., 2003). Le
vCKBP du VLTI (gG), au cours des premiers stades de l'infection, induit des réponses immunitaires

innées en recrutant des sous-ensembles particuliers de cellules immunitaires (Devlin et al., 2010).
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1.3.6.2 Pathogénicité

Les souches naturelles du VLTI varient selon la virulence, de souches hautement
virulentes qui engendrent une morbidité et mortalité élevées chez les poulets exposés, aux
souches de faible virulence qui produisent une infection légere a non apparente (Jordan, 1966 ;

Cover et Benton, 1958).

Des variétés de virus de Laryngotrachéite également, ont été observées en se basant sur
la virulence pour les embryons de poulet, La morphologie dans la culture cellulaire (Russell et al,
1983), et la morphologie sur la membrane chorioallantoide (CAME) d'ceufs embryonnés. La
différentiation des souches du VLTI de virulences variables, en particulier le type sauvage et le

virus modifié du vaccin vivant, est un probleme pratique important (lzuchi et Hasegawa, 1982).

1.3.6.3 Classification moléculaire

Les méthodes moléculaires comprenant les analyses de restriction de I'endonucléase de
I'ADN virale (Guy et al., 1992 ; Leib et al., 1986 ; Kotiw et al., 1982), I'hybridation de I'ADN virale
(Chacon, et al., 2009 ; Eva Nagy, 1992), et la PCR-RFLP (PCR-Polymorphisme de longueur des
fragments de restriction) (Myong et al., 2001; lJuilie et al., 2006), et la séparation
électrophorétique des fragments d'ADN ont été utilisées pour distinguer les différentes souches

du VLTI (Saepulloh, 2004 ; Leib et al., 1986).

L'analyse de restriction de I'endonucléase de I'ADN viral a été employée intensivement
dans les études épidémiologiques des manifestations cliniques pour différencier le type sauvage

et les virus modifiés du vaccin vivant (Keeler et al., 1993 ; Andreasen et al., 1990).

Plus récemment, des méthodes de PCR ont été employées pour distinguer les souches du

VLTI (Oldoni et al., 2009 ; Ojkic et al., 2006 ; Ebrahimi et al., 2003).

1.4 Pathogeneése

Les voies respiratoires et oculaires constituent la porte d'entrée naturelle du VLTI. La
réplication initiale a lieu dans I'épithélium de la conjonctive, des sinus respiratoires, du larynx et
des voies respiratoires supérieures dans une plus large mesure (Guy et Bagust, 2003). Sur les sites
de réplication de virus primaires, le pic du titre viral est atteint entre 4 et 6 jours apreés l'infection
(Oldoni et al., 2009 ; Kirkpatrick et al., 2006 ; Bagust et al., 1986). L'infection cytolytique active
du VLTI entraine de graves lésions de la muqueuse épithéliale trachéale et conjonctivale

conduisant a des hémorragies et a d'autres manifestations clinicopathologiques chez les oiseaux
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(Guy et Bagust, 2003 ; Tully, 1995 ; Bang and Bang, 1967). Par la suite, le VLTI se dissémine aux
propria lamina sous-jacente de I'épithélium trachéal apres avoir envahi a travers la membrane
sous-sol a I'aide des protéases cellulaires réglementées jusqu'a concurrence (Reddy et al., 2014 ;
Steukers et al., 2012 ; Glorieux et al., 2009) et atteint le foie, les amygdales caecales et le cloaque
(Oldoni et al., 2009 ; Bagust et al., 1986). Cependant, le mécanisme de diffusion n'est pas clair.
Les titres viraux les plus élevés sont détectés dans les tissus trachéaux pendant 4 a 6 jours apres
I'infection et restent dans les sécrétions trachéales entre 6 et 10 jours apres l'infection (Bagust

etal.,, 1986 ; Robertson et Egerton, 1981 ; Hitchner et al., 1977 ; Purcell et McFerran, 1969).

1.5 Etude clinique

La période d'incubation de la LTI varie entre 6 et 14 jours (Seddon, 1935 ; Kernohan,
1931). Des études expérimentales antérieures ont montré que l'excrétion du VLTI commencait 2
jours apres l'infection et 4 jours avant |'apparition des signes cliniques (Davison et al., 1989). Les
signes cliniques sont caractérisés par une augmentation soudaine de la mortalité quotidienne
moyenne dans le troupeau affecté (Aziz, 2010). La gravité de la maladie est influencée par la
virulence du virus, des conditions de stress, co-infections avec d’autres agents pathogénes, I'état
immunitaire du troupeau et |'dge des oiseaux (Vasudevan et al., 2016). L'infection est

caractérisée par des formes suraigués, aigués et chroniques de la LTI.

I.5.1 Forme suraigué

Elle se caractérise par un début soudain de propagation rapide et une mortalité élevée
pouvant dépasser 50% (OIE, 2014). Les oiseaux affectés deviennent léthargiques, présentent
souvent une conjonctivite modérée a sévere avec des paupieres enflées et un larmoiement accru.
Parfois, la mort peut survenir chez des oiseaux en bonne condition corporelle avant I'apparition
de tout signe clinique (Preis et al., 2013). Les signes cliniques sont caractérisés par une dyspnée
et un halétement avec une extension de la téte et du cou. Tousser, cliquetis et gargouillis aussi
remarqué que lorsque les oiseaux essaient d'expulser le sang coagulé et les débris de la trachée
obstruée (Figure 4) (Blakey et al., 2019 ; Guy et al., 1990). Le sang coagulé se trouve également
dans les cages, les gazons, les murs et le sol des poulaillers. Les oiseaux affectés meurent

généralement dans les 3 jours (Cover, 1996).
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1.5.2 Forme aigués

Une dyspnée caractéristique est couramment observée dans la forme aigué de la LTI, mais
le début n'est pas soudain ou sévére comme on le voit sous forme suraigué. Au départ, les
oiseaux affectés deviennent inactifs et présentent de I'anorexie (Guy et Bagust, 2003). La
température centrale interne augmente entre 4 et 6 jours apreés l'infection, et le nombre total de
leucocytes montre une lymphopénie et une hétérophilie Iégéres a marquées (Chang et al., 1997).
Une obstruction trachéale avec du sang coagulé et des exsudats se traduit par des haletements
prolongés avec une respiration a bouche ouverte, des cris aigus et des rales humides (Jordan,
1958 ; Kernohan, 1931). Les oiseaux atteints peuvent également présenter une conjonctivite
purulente avec des exsudats mousseux dans le canthus interne de I'ceil, une sinusite et un
écoulement nasal (Plage, 1926). La morbidité peut atteindre 100% et la mortalité varie de 10 a
30%, ce qui peut durer jusqu'a 15 jours. Des niveaux variables de production d'ceufs sont
observés dans les troupeaux de pondeuses, certains troupeaux peuvent connaitre I'arrét complet
de la production d'ceufs, qui peuvent revenir a leur niveau normal avec le temps (Creelan et al,,

2006 ; Lohr, 1977).

I.5.3 Forme chronique

La LTI Iégere ou chronique ressemble a d'autres infections respiratoires caractérisées par
un retard de croissance, une toux, des rales humides, des tremblements de la téte, un plissement
des yeux, un gonflement des sinus sous-orbitaux (yeux en forme d'amande), une baisse de la
production et du poids corporel (Ou et al., 2011 ; Hinshaw et al., 1931). La morbidité peut aller

jusqu'a 5% et la mortalité généralement limitée a moins de 2% (Bagust et al., 2000).
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Figure 4.Différentes manifestations clinico-pathologiques de l'infection par le VLTI (Gowthaman et al.,
2020)

a. L'oiseau gravement infecté présente un halétement sévére. b. Ecoulements oculo-nasaux aux premiers
stades de l'infection. c. Gonflement du visage et oophorie persistante au stade subaigu a chronique de
I'infection par VLTI. d. Exsudats sanglants séchés sur la commissure de la bouche. e. Exsudats fibrino-
hémorragiques dans la lumiére de la trachée. f. Caillots sanguins dans la lumiere de la trachée sous forme
aigué de la LTI. g. Formation de pseudomembranes sous forme chronique de la LTI. h. Inflammation
hémorragique diffuse de la trachée accompagnée d'une accumulation / obstruction de la lumiére
trachéale avec des débris tissulaires fibrino-hémorragiques et nécrotiques.
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.6 Lésions

1.6.1 Lésions macroscopiques

Les lésions macroscopiques sont généralement limitées aux sinus et aux voies
respiratoires supérieures et varient selon la gravité de la maladie (Gough et al., 1977 ; Seifried,
1931). Les lésions macroscopiques sous forme suraigué consistent en une rhinite mucoide et une
trachéite hémorragique avec caillots sanguins (Dalab, 2012 ; Guy et Bagust, 2003). Des exsudats
caséeux jaunes (bouchon de fromage) ont également été observés dans les bronches primaires
lorsque les lésions s'étendent profondément (OIE, 2014). Dans la forme aigué, jaune membranes
caséeuses de diphtérique adhérentes au larynx et de la muqueuse de la trachée supérieure avec
ou sans hémorragies sont souvent remarqué (Gowthaman et al.,, 2014). La membrane forme
également des bouchons obstructifs dans les régions du larynx et de la syrinx conduisant a la
suffocation et a la mort. Un excés de mucus avec ou sans exsudats diphtériques peut étre observé
dans la lumiére trachéale dans la forme chronique ou légére de la LTI (Linares et al., 1994). Une
formation pseudo-membranaire avec des exsudats fibrino-nécrotiques adhérant aux voies

respiratoires supérieures peut également étre observée Russell et Turner, 1983 ; Russell, 1983).

Outre |'atteinte trachéale, la conjonctivite se caractérise par un cedéme et une congestion
accompagnée d'un écoulement oculaire accru (Kirkpatrick et al., 2006 ; Hinshaw et al., 1931). La
réponse inflammatoire dans les narines est caractérisée par les exsudats hétérophiles
(Gowthaman et al., 2014). L'atteinte des poumons et des sacs aériens est rare. Cependant, on
observe parfois une congestion des poumons et un épaississement des sacs aériens avec des
exsudats caséeux dans la lumiere (Aziz, 2010). Dans les cas infectés simultanément, telles que
des Iésions muco-fibrino aigué rhinite et la sinusite, I'occlusion des sinus paranasaux par exsudat
caséeux, gonflement du visage, et muco-trachéite fibrineuse ont été observés (de Macedo Couto
et al.,, 2015). Récemment, un cas isolé de l'‘cesophagite érosive sévére et pharyngite
accompagnée d'une dégénérescence épithéliale, la nécrose et la formation de syncytia avec des

corps d'inclusion intranucléaires a été rapporté comme une LTI atypique (Sary et al., 2017).
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1.6.2 Lésions microscopiques

Les lésions microscopiques sont limitées a la conjonctive, aux sinus, a la trachée et aux
poumons (Linares et al., 1994). Dans la conjonctive, ils consistent en une hyperémie précoce, un
gonflement, une infiltration de cellules inflammatoires, suivies de lésions épithéliales. Cela
conduit en outre a une desquamation de I'épithélium conjonctival avec une accumulation
d'exsudats inflammatoires contenant principalement des globules rouges et blancs et des débris
fibrinocellulaires (Aziz, 2010). Les modifications microscopiques initiales de la trachée
comprennent l'infiltration de cellules inflammatoires. Les cellules épithéliales infectées subissent
des changements hyperplasiques suivis d'infiltrations lymphocytaires et histiocytaires dans la

mugqueuse et la sous-muqueuse a mesure que la maladie progresse (Russell, 1983).

Ensuite, les cellules épithéliales trachéales subissent une nécrose diffuse avec une
dénudation qui résulte en saillie et la rupture des vaisseaux sanguins de la lamina propria dans la
lumiere trachéale conduisant a une laryngite sévere et trachéite (Sary et al., 2017). Les corps
d'inclusion intranucléaires basophiles ou éosinophiles entourés d'un halo sont généralement
observés au cours des stades initiaux de l'infection (1 a 5 jours) et disparaissent plus tard en
raison de la nécrose et de la dénudation des cellules épithéliales (VanderKop, 1993 ; Guy et al.,
1992 ; Seifried, 1931). Au cours de cette étape, la lumiere de la trachée contient une quantité
variable d'exsudats avec de la fibrine, des cellules inflammatoires, des globules rouges, des débris
épithéliaux et des cellules syncytiales avec ou sans corps d'inclusion intranucléaire (Hayashi et
al., 1985). La régénération commence six jours apres l'infection avec la prolifération des cellules
basales restantes chez les oiseaux qui survivent a la phase aigué (Bagust et al., 2000). La trachéite
hyperplasique subaigué caractérisée par la prolifération de plusieurs couches de cellules
épithéliales régénérantes, indifférenciées et non ciliées tapissant la muqueuse et les glandes
muqueuses devient évidente au cours de la phase de guérison. Les modifications
histopathologiques dans les bronches principales et secondaires sont caractérisées par une
dégénérescence épithéliale et une dénudation avec infiltration de cellules mononucléaires (Preis
etal., 2013). Les cellules syncytiales avec les corps d'inclusion intranucléaires peuvent également
étre observées dans les lésions (Timurkaan et al, 2003 ; Purcell, 1971). La macroscopie et

I'histopathologie des lésions du VLTI sont illustrées dans la figure 5.
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Figure 5. Macroscopie et histopathologie (Gowthaman et al., 2020)

(a) Trachée séverement congestionnée et hémorragique prélevée sur des flambées d'ILT sur le terrain; (b)
Coupe transversale de la trachée montrant une accumulation intraluminale de débris nécrotiques
mélangés a des exsudats fibrino-hétérophiles (H&E, 4X); (c) Coupe de la trachée montrant une dénudation
de la couche muqueuse, des hémorragies muqueuses au milieu d'une exsudation fibrineuse marquée
(H&E, 10X); (d) écorché de la muqueuse trachéale montrant une hémorragie sévere et une grande
syncytie multinucléée (cercle) (H&E, 20X); Grossissement plus élevé de la syncytie (fleche) montrant la
présence de corps d'inclusion éosinophiles intranucléaires (marques d'étoiles) (H&E, 100X).
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1.7 Réponse immunitaire

1.7.1 Immunité active

Une variété de réponses immunitaires est produite aprés l'infection par le VLTI. Les
anticorps neutralisant le virus deviennent détectables dans les 5-7 jours post-infection, font un
pic autour de 21 jours, et puis s'affaiblissent aux niveaux bas au cours des mois suivants. Les
anticorps neutralisant le virus peuvent étre détectés pendant une année ou plus (Adair et al.,
1985). Des anticorps peuvent étre détectés dans les sécrétions trachéales 7 jours pi puis font un
plateau a 10 - 28 jours pi. Le nombre d'IgA et d'lgG synthétisées dans la trachée a augmenté
sensiblement chez les poulets expérimentalement infectés entre 3 et 7 jours post-infection (York
et al., 1989 ; Bagust et al, 1986 ;). L'immunité a médiation cellulaire (IMC) n'a pas été
intensivement étudiée. Ceci est di a la complexité des études de IMC ; cependant, des réponses

d'hypersensibilité retardée au VLTI ont été démontrées (York et Fahey, 1990).

Les réponses immunitaires humorales au VLTI, bien que liés a l'infection, ne sont pas le
mécanisme primaire de la protection, et une corrélation faible généralement a été trouvée entre
les titres d'anticorps du sérum et le statut immunitaire des bandes (Jordan, 1981). En outre,
Fahey et York, (1990) avec l'utilisation de poulets bursectomisés, ont démontré que les anticorps
mugueux ne sont pas essentiels pour empécher la réplication du virus chez les poulets vaccinés).
Le Médiateur principal de la résistance a la LTI est la réponse immunitaire cellulaire locale dans

la trachée (Fahey et York, 1990).

Fahey et al, (1984) ont démontré que la résistance a la LTI pourrait étre transférée en
utilisant des cellules de la rate et des leucocytes du sang périphérique a partir des donneurs
immunisés congéniques. (Fahey et al., 1983) ont déterminé que la sensibilité des poulets au VLTI
a diminué avec I'age. lls ont également constaté que, suite a l'infection par le VLTI, les males de
poulet de chair sont plus sensibles que les femelles de ce méme type et que les températures
environnementales élevées (35°C) engendrent une mortalité plus élevée chez les souches

lourdes que chez les souches légeres.

1.7.2 Immunité passive
Les anticorps maternels du VLTI se transmettent a la progéniture par l'intermédiaire de
I'ceuf (Benton et al., 1958). Cependant, ces anticorps maternels ne conférent pas une protection

contre l'infection ou n'interférent pas avec la vaccination (Fahey et al., 1983).
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Chapitre Il : Diagnostic et méthodes de lutte

1.1 Introduction

La laryngotrachéite infectieuse aviaire (LTI) est une maladie respiratoire de la poule due
a un Alphaherpesvirus. Elle peut aussi affecter le faisan, la perdrix et le paon. Dans sa forme
virulente, cette maladie est caractérisée par son historique, ses symptémes et ses lésions
trachéales trés séveéres alors que la forme atténuée est difficile a différencier des autres maladies
respiratoires bénignes. Le diagnostic de laboratoire dépend de la mise en évidence du virus ou
d’antigénes viraux (Guy et Bagust, 2003 ; Williams et al., 1994 ; Scholz et al., 1994) ou encore des

anticorps sériques spécifiques (Adair et al., 1985 ; Meulemans et Halen, 1978).

11.2 Diagnostic clinique et nécropsique

La laryngotrachéite infectieuse chez le poulet peut étre diagnostiquée provisoirement sur
la base des signes cliniques tels que conjonctivite, haletement, bouche ouverte ou respiration
cranienne prolongée, expectoration de mucosités sanglantes, dyspnée et recherche de lésions, y
compris une trachéite catarrhale a hémorragique, les exsudats fibrinopurulents caséeux
bouchent le larynx et la trachée lors de |'autopsie. Les cas suspects sont soumis a un diagnostic
de laboratoire par des tests de diagnostic conventionnels et moléculaires. Les méthodes
classiques comprennent histopathologie, I'isolement du virus par des ceufs de poule embryonnés
et la culture cellulaire, immunofluorescence (IF), test immunoperoxydase (IP), et sérologies
(Godoy et al., 2013 ; Guy et al., 1992 ; Hughes et Jones, 1988 ; Wilks et Kogan, 1979 ; Burnet,
1934). La détection des cellules syncytial et des corps d'inclusion intranucléaires dans la trachée,
des paupiéeres et des tissus pulmonaires a I'examen histopathologique est couramment pratiquée

(Srinivasan et al., 2012 ; Timurkaan et al., 2003 ; Humberd et al., 2002).

I1.3 Diagnostic différentiel

Les autres maladies respiratoires présentant une maladie clinique similaire doivent étre
différenciées de la LTI. Les Iésions diphtériques induites par la LTI se propagent sur toute la
longueur de la trachée et ressemblent a des Iésions induites par le virus de la variole aviaire
(Tripathy et Reed, 2013). Lésions trachéales sous forme virulente légere ou faible du VLTI est
similaire a celle des lésions provoquées par d’autres agents pathogénes respiratoires tels que le
virus de la grippe aviaire, le virus de la maladie de Newcastle, le virus de la bronchite infectieuse

et 'adénovirus aviaire (Davidson et al., 2015).
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11.4 Diagnostic de laboratoire

Historiguement le diagnostic rapide de la LTI était réalisé a partir des lésions
nécropsiques, de I'examen histologique, de I'isolement viral ou de la mise en évidence des
anticorps par immunofluorescence (Hanson et Bagust, 1991). D’autres tests ont été utilisés pour
le diagnostic de la LTI, dont les tests avec les sondes a ADN non-radioactives (Keam et al., 1991;
Nagy, 1992), a I'immunoperoxydase (Guy et al., 1992), ELISA (York et al., 1989), la microscopie
électronique et la PCR (Williams et al., 1992). Plus récemment le test PCR a été développé pour
la mise en évidence de I’ADN viral sur les tissus inclus dans la Paraffine apres fixation dans le
formol (Oldoni et al., 2009). Il y a une forte corrélation entre I'examen histopathologique et la
détection par le test PCR dans les cas de la LTI, ce dernier test étant considéré comme un outil
supplémentaire pour I'identification rapide du virus de la LTI (Shan-Chia, 2010 ; Creelan et al,,

2006 ; Han and Kim, 2001).

1.5 Outils du diagnostic de laboratoire de la LTI
11.5.1 Identification de I'agent pathogéne

Le virus peut étre isolé dans le foie d'embryon de poulet (McNulty et al., 1985), le rein d'embryon
de poulet (Chang et al., 1960) ou dans des cultures de cellules de rein de poulet (Van Kammen et
Spadbrow, 1976). L'herpesvirus responsable peut étre mis en évidence directement dans
I'exsudat trachéal par microscopie électronique (VanKammen et Spadbrow, 1976). Les antigénes
viraux peuvent étre détectés par immunofluorescence (Braune et Gentry, 1985 ; Wilks et Kogan,
1979), ou test immuno-enzymatique (ELISA), utilisant des raclages de la muqueuse trachéale
(York et Fahey, 1988). L’examen histopathologique de la trachée pour observer les inclusions
intranucléaires typiques de I'herpesvirus et la formation de cellules syncytiales peut également
étre utile (Armstrong, 1959 ; RP et al., 1957 ; Pirozok et al., 1957). Les méthodes de détection du
VLTI utilisant la réaction en chaine par polymérase (PCR) ont été décrits et la PCR a été
généralement plus sensible que I'isolement viral (Alexander et Nagy, 1997 ; Williams et al.,1994

; Keam et al., 1991 ; McNulty et al., 1985).

11.5.1.1 Isolement du virus

Lorsque les prélevements sont effectués sur des oiseaux vivants pour I'isolement viral, les
écouvillons trachéaux sont préférables aux écouvillons oropharyngés ou conjonctivaux. lls
doivent étre placés dans un milieu de transport additionné d’antibiotiques. Lorsque la maladie

est chronique, le choix des prélevements pour I'isolement du virus doit étre effectué sur un

20



Chapitre Il : Diagnostic et méthodes de lutte

animal euthanasié au début des signes cliniques plutot que de tenter cet isolement chez un
oiseau mort a la suite d’'une asphyxie aprés une longue évolution. La qualité du prélevement est
meilleure si I'oiseau est tué par injection de barbituriques ou autres produits plutot que par
dislocation cervicale. Il faut prélever la téte entiére et le cou des animaux morts ou seulement la
trachée et le larynx aprés leur prélevement en évitant au maximum toute contamination. Les
trachées doivent étre transportées dans un milieu additionné d’antibiotiques, mais emballées
dans un papier humide si elles sont destinées a la microscopie électronique. Tout stockage
prolongé des tissus infectés doit étre réalisé a -70 °C ou moins pour limiter une perte du titre
viral. Il faut éviter les congélations et décongélations répétées qui diminuent I'Infectiosité du

virus (OIE, 2018).

L’exsudat et les cellules épithéliales raclés de la trachée sont dilués au 1/5 dans un milieu
nutritif contenant de la pénicilline et de la streptomycine, le mélange étant agité
vigoureusement. La suspension obtenue est centrifugée a faible vitesse pour enlever les débris,
puis 0,1 ml du liquide surnageant est inoculé sur la membrane chorioallantoide (MCA) d’ceufs
embryonnés de poulets agés de 10 a 12 jours. Les ceufs sont obturés avec de la paraffine et mis
en incubation a 37 °C pendant plus de 7 jours. lls sont mirés tous les jours puis on recherche les
foyers nécrotiques typiques sur les MCA des embryons morts ou survivants au-dela de 7 jours
(Barhoom, 2009 ; Ebrahimi et al., 2003). Alternativement, on peut utiliser des cultures cellulaires
de foie ou de rein d’embryon de poulet (Russell and Turner, 1983). Lorsque le tapis cellulaire est
complet, le milieu est éliminé puis les cellules sont inoculées et mises en contact pour adsorber
le virus pendant 1 a 2 h. Puis les cultures sont recouvertes d’un nouveau milieu et mises en
incubation jusqu’a 7 jours en étant examinées tous les jours au microscope dans le but de mettre

en évidence un effet cytopathogéne (ECP) caractérisé par I'apparition de cellules syncytiales.

Dans chaque cas, 3 passages de matériel biologique au moins sont nécessaires avant de
considérer qu’un prélevement est négatif. L'isolement d’un virus LTI peut étre confirmé par un
test de séroneutralisation (SN) sur ceufs ou sur culture cellulaire en utilisant un antisérum LTI
hyperimmun. Alternativement, des particules virales peuvent étre identifiées rapidement dans
le liquide de cultures cellulaires ou sur les foyers nécrotiques des MCAs par microscopie
électronique et I'antigéne viral peut étre détecté par immunofluorescence sur des cultures
cellulaires infectées fixées avec de I'acétone ou sur des coupes congelées de MCA ; l'acide

nucléique du virus peut étre détecté par PCR (Montgomery et al., 2007 ; Hughes et Jones, 1988).
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11.5.1.2 Microscopie électronique

Le virus peut étre mis en évidence par microscopie électronique a partir d’un raclage de
trachée ou d’un exsudat trachéal étalé et mélangé avec quelques gouttes d’eau distillée sur une
lame pour microscopie. Une goutte de cette suspension est placée sur un carbone et une lame
porte-objet préalablement enduite d’un film, laissée pendant 2 min puis I'exces de liquide est
retiré avec du papier filtre. Une goutte d’acide phosphotungstique a 4 % de pH 6,4 est ajoutée
puis, apres 3 min, I'excés de liquide est éliminé. La lame est séchée minutieusement puis
examinée au microscope électronique a un grossissement de x 30 a 45 pour les particules

caractéristiques des herpesvirus (Van Kammen et Spradbrow, 1976).

11.5.1.3 Immunofluorescence

Dans les tests d'immunofluorescence pour les antigenes viraux, des frottis de cellules
épithéliales de la trachée sont étalés sur une lame de verre. Alternativement, coupes
cryostatiques de 5 um d'épaisseur de trachée, surgelées dans de |'azote liquide peut étre utilisé.
Les préparations sont fixées dans |'acétone a température ambiante pendant 10 minutes. Ceux-
ci peuvent étre coloré directement en appliquant une immunoglobuline anti-VLTI de poulet
marqué avec de l'isothiocyanate de fluorescéine (ITFC) pendant 1 heure, puis ringage pendant 15
minutes dans un bain de solution saline tamponnée au phosphate (PBS), pH 7,2, agité avec un
agitateur magnétique. Sinon, ils peuvent étre colorés indirectement en appliquant une dilution
appropriée du sérum anti-LTI de poulet pendant 1 heure. La lame est soigneusement rincée avec
du PBS pendant 15 minutes comme ci-dessus, et une immunoglobuline anti-poulet marquée ITFC
est appliquée pendant 30 minutes. Aprés un ringage final, les lamelles sont appliquées sur un
support non coloré. Les préparations sont examinées pour fluorescence intranucléaire spécifique
dans les cellules épithéliales a I'aide d'un microscope a fluorescence sous éclairage ultraviolet

(Braune et Gentry, 1985 ; Wilks et Kogan, 1979).

11.5.1.4 Immuno-diffusion sur gélose

Les antigenes du virus LTI peuvent étre mis en évidence sur un exsudat trachéal, les MCAs
infectées et des cultures cellulaires infectées en utilisant de I'antisérum hyperimmun LTI. La
gélose est préparée avec I'agar agar (1,5 %) contenant du chlorure de sodium (8 %) - en tant que
conservateur- dans de 'eau distillée. Les ingrédients sont autoclavés a 2,4 bar pendant 15 min, 5
ml de la gélose liquide sont versés dans une boite de Pétri de 5 cm de diametre. Quand la gélose

est figée, une série de puits sont réalisés dans la gélose. Les puits sont habituellement de 8 mm

22



Chapitre Il : Diagnostic et méthodes de lutte

de diametre et 4 mm d’intervalle. Le sérum hyperimmun est placé avec une pipette dans le puits
central alors que les puits qui I’'entourent sont remplis avec les prélevements suspects d’étre
virulents a tester, a I'exception d’un puits témoin positif contenant I’antigéne viral. Les disques
sont ensuite mis en incubation en atmosphére humide a la température du laboratoire ou a 37°C,
puis examinés 24 a 48 h plus tard en lumiére oblique pour identifier les lignes de précipitation.
Les tests doivent aussi comporter un témoin antigéne négatif avec du matériel non infecté et un
antisérum témoin négatif. Pour des raisons économiques, ce test peut étre réalisé sur une lame
de microscope recouverte d’une fine couche de gélose ou les trous ont 4 mm de diamétre et 2

mm d’intervalle (Ebrahimi et al., 2003 ; Jordan et Chubb, 1962).

11.5.1.5 Méthode immuno-enzymatique

Lorsque l'anticorps monoclonal (AcM) ELISA est utilisé pour détecter les antigénes viraux
(McNulty et al., 1985), I'exsudat trachéal est mélangé avec un volume égal de PBS contenant 1%
d'un détergent, puis vortexé pendant 30 secondes et centrifugée a 10 000 g pendant 1 minute.
Le liguide surnageant est versé dans des volumes de 50 ul dans les cupules de microplaque
préalablement enduites d’IgG de lapin anti VLTI, diluées au 1/200 dans un tampon carbonate /
bicarbonate 0,05 M, pH 9, et incubées pendant 1 heure. Ensuite, 50 uL de AcM contre les
glycoprotéines majeures du VLTI, dilués au 1/50 dans du PBS, sont ajoutés a chaque bien, suivi
de 50 pl d'une dilution au 1/1000 d'lgG anti-souris d’origine caprine purifiée par affinité,
conjuguée a la peroxydase. Le substrat, I'acide 5-aminosalicylique (6,5 mM), est ajouté dans les
cupules au volume de 100 pL. Apres 30 minutes, les plaques sont lues a 450 nm sur un
spectrophotometre et I'absorbance pour chaque cupule est corrigée en soustrayant la lecture
obtenue pour les cupules contenant un tampon de dilution au lieu de I’exsudat trachéal. Le point
de coupure positif / négatif est considéré comme la valeur moyenne d'absorbance pour plusieurs

échantillons négatifs (c.-a-d. matériel trachéal sans VLTI) plus 3 écarts-types (Scholz et al., 1994).

11.5.1.6 Histopathologie

Les oiseaux sélectionnés pour un examen post mortem doivent étre dans la phase aigué
de la maladie. L'euthanasie doit se faire par injection intraveineuse de barbituriques ou
d'exposition a I'halothane, pour éviter d'endommager la trachée. Les trachées pour examen
histopathologique doivent étre placées dans du formol tamponné neutre a 10% ou fixateur Bouin
(préférable pour la détection des corps d'inclusion intranucléaires) immédiatement apres le
retrait des oiseaux et, apres fixation, noyés dans de la cire de paraffine. La paupiére et le poumon
sont parfois examinés. Des inclusions intranucléaires peuvent étre observées dans les cellules
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épithéliales de la trachée apres coloration avec I'hématoxyline et I'éosine. Des formations de
cellules syncytiales sont souvent présentes dans les exsudats et contiennent des corps d'inclusion
intranucléaires. Les corps d'inclusion sont les inclusions classiques de type A de Cowdry de
Herpesvirus, mais ils peuvent étre présents pendant seulement 3 a 5 jours apreés l'infection. Dans
les cas graves ou la plupart des cellules infectées se sont détachées de la muqueuse trachéale,
des inclusions peuvent étre observées dans des cellules intactes parmi les débris cellulaires dans
la lumiére de la trachée. Les coupes longitudinales plutét que transversales de la trachée

permettent I'examen de toute la longueur de I'organe (Armstrong, 1959).

11.5.1.7 Méthodes moléculaires

Plusieurs méthodes moléculaires d'identification de I'ADN du VLTI dans des échantillons
clinigues ont été signalées, mais la PCR s'est révélée tres utile. Des tests d'hybridation dot-blot
et des fragments d'ADN de virus cloné s'est avérée tres sensible pour la détection de virus lorsque
I'isolement et I'ELISA étaient négatifs (Keam et al., 1991 ; Key et al., 1994). Humberd et al. (2002),
en utilisant une PCR imbriquée, ont montré que I'ADN du VLTI pouvait étre détecté dans les tissus
fixés au formol et inclus en paraffine indépendamment de la présence de cellules syncytiales,

inclusions intranucléaires ou les deux.

La PCR s'est avérée plus sensible que |'isolement viral pour les échantillons cliniques, en
particulier lorsque d'autres virus contaminants tels que les adénovirus sont présents (Williams et
al., 1994). Alexander et Nagy (1997) ont constaté que du milieu a la fin de la phase d'infection, la
PCR et l'isolement du virus étaient similaire en sensibilité, mais la PCR était supérieure dans la

phase de récupération.

La combinaison de la PCR avec I'analyse du polymorphisme de longueur des fragments de
restriction (RFLP) de plusieurs génes viraux et régions génomiques ont permis la caractérisation
de différentes souches au sein d'un pays ou région (Chang et al., 1997). Plusieurs rapports ont
montré que si certaines souches de terrain sont étroitement liées aux virus vaccinaux et
susceptibles d'étre dérivés de ceux-ci, d'autres sont de véritables “types sauvages” (Ojkic et al.,

2006).

Il n'y a pas encore de molécule universellement acceptée qui permet de différencier les
souches de terrain et les souches vaccinales. Une bonne histoire de vaccination dans le troupeau

peut aider a interpréter les résultats, mais il convient de noter que l'infection par la souche de
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terrain peut se produisent chez les oiseaux vaccinés. Des souches vaccinales peuvent également

étre isolées occasionnellement a partir d'oiseaux non vaccinés (OIE, 2018).

11.5.2 Epreuves sérologiques

La méthode de choix pour la détection des anticorps anti-VLTI dans le sérum de poulet
est I'ELISA. La séroneutralisation virale (SN) peut également étre utilisé (Adair et al., 1985). Les
tests IDG (immunodiffusion en gélose) et d'immunofluorescence indirecte sont peu utilisés de

nos jours.

11.5.2.1 Méthode immuno-enzymatique

L'antigeéne pour ELISA est obtenu par sonication des cultures de cellules fortement
infectées au moment ou I’ECP est maximal, qui est ensuite centrifugée et le surnageant absorbé
sur les cupules des microplaques. Un antigene négatif est fourni par matériel de culture cellulaire
non infecté traité de la méme maniére. Le test consiste essentiellement en I'ajout de 0,1 ml de
dilutions au 1/10 de sérums a tester pour dupliquer des puits recouverts d'antigéne positif ou
négatif. Apres incubation a 37°C pendant 2 heures, les plaques sont lavées quatre fois et une
dilution 1/4000 un sérum anti-poulet préparé sur lapin conjuguée a de la peroxydase est ajoutée.
Apres incubation a 37°C pendant 1 heure, les plaques sont lavées a nouveau quatre fois. Enfin,
un substrat constitué d'acide 5-aminosalicylique est ajouté a chaque puits suivi par le peroxyde
d'hydrogene a une concentration finale de 0,0005%, et I'absorbance du fluide dans chaque puits
est lu a 450 nm sur un spectrophotomeétre. Le résultat pour chaque sérum est exprimé comme
différence entre I'absorbance moyenne produite avec les antigénes positifs et négatifs. Le point
de coupure positif / négatif est considéré comme la valeur d'absorbance moyenne pour de
nombreux sérums négatifs plus 3 écarts-types. Le test est tres sensible et peut-étre le meilleur
moyen disponible pour la surveillance des élevages. Les réponses d'anticorps mesurées par ELISA
sont détectables 7 a 10 jours aprés l'infection et le pic se situe a environ 2 semaines. La réponse
aux vaccins LTI peut étre variable et les tests ne valent pas la peine avant 14 jours apres la

vaccination (OIE, 2018).

11.5.2.2 Séroneutralisation

Des tests de SN peuvent étre effectués sur les MCAs d'ceufs de poule embryonnaires qui
ont été incubé pendant 9 a 11 jours, ou l'anticorps neutralise spécifiquement la formation des
foyers nécrotiques causée par le VLTI. Alternativement, les tests peuvent étre effectués dans des

cultures cellulaires, ou I'anticorps neutralise spécifiqguement le VLTI empéchant ainsi 'ECP. Des
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dilutions de sérums sont ajoutées a un volume égal d’une solution virale a concentration
constante. Cette concentration peut étre de 100 doses infectieuses médianes d'ceufs (DIE 50)
pour inoculations d'ceufs, ou 100 doses infectieuses médianes de culture tissulaire (DICT 50) pour
I'inoculation des cultures. Les mélanges sont incubés a 37°C pendant 1 heure pour permettre a
toute neutralisation de se produire. Lorsque le test est réalisé dans des ceufs, les mélanges virus
/ sérum sont inoculés sur les MCAs déposées, en utilisant au moins cing ceufs par dilution. Les
ceufs sont scellés et incubés a 37 ° C pendant 6 a 7 jours. Le point limite est enregistré comme

étant la dilution la plus élevée du sérum la ol aucune piqlre n'est présente sur les MCAs.

Quand les tests sont pratiqués sur des cultures cellulaires, les dilutions de sérums sont
préparées dans des microplaques a 96 cupules, puis le virus est ajouté. Aprés la période
nécessaire pour la neutralisation, des cellules fraiches de foie ou de rein d’embryon de poulet
sont ajoutées dans chaque cupule. Les plagues sont mises en incubation a 37°C dans une
atmosphere a 5 % de CO2 et examinées tous les jours pour un ECP ; le point limite a 50 % est lu
aprées environ 4 jours quand le « témoin virus » indique que 30-300 DICT50 ont été utilisées dans
ce test. Pour le test utilisant la culture cellulaire, une neutralisation du virus au 1/8 (dilution

initiale) ou plus est considérée comme positive (Adair et al., 1985).

1.6 Stratégie d’intervention

11.6.1 Prophylaxie sanitaire

Aucun médicament ne s'est avéré efficace dans la réduction de la sévérité des Iésions ou
de soulager les signes de la maladie. Si un diagnostic précoce de LTI est obtenu, la vaccination
des oiseaux non infectés peut induire une protection adéquate avant qu'ils deviennent exposés
(Guy, 2008). La lutte contre la LTI passe tout d’abord par des mesures strictes de biosécurité. La
vaccination et l'infection conduisent a la latence du virus dans certains tissus durant toute la vie
de I'animal. Il ne faut donc pas mélanger des animaux naifs avec des animaux vaccinés ou guéris.
Pour le contréle d'une manifestation de la LTI, L'approche la plus efficace est d'obtenir un
diagnostic rapide, d’instaurer un programme de vaccination, et d’empécher une éventuelle
diffusion de virus. La vaccination lors d'une manifestation limite efficacement la propagation du
virus et raccourcit la durée de la maladie. La diffusion du VLTI entre les différents élevages peut
étre empéchée par la mise en place de mesures appropriées de biosécurité (James et al., 2008 ;

Ollis, 2008 ; Eric et al., 2005).
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11.6.2 Prophylaxie médicale (La vaccination)

Les bonnes pratiques de biosécurité associées a la vaccination sont les méthodes
pratiques pour contréler le VLTI en I'absence de tout traitement efficace. Néanmoins. La LTl a été
la premiére grande maladie de la volaille pour laquelle un vaccin efficace a été introduit (Gibbs,
1934). Cependant, la maladie reste un probleme important dans les zones denses de la volaille
(Vasudevan et al., 2016 ; Yan et al., 2016 ; Chacén et al., 2015 ; de Macedo Couto et al., 2015 ;).
Les vaccins VLTI vivants atténués modifiés, sont utilisés depuis plusieurs décennies. Les vaccins
vivants atténués d'origine embryonnaire de poulet ont été l'un des premiers vaccins
commercialement utilisé qui a été introduit sur le marché dans les années 1950 et au début des

années 1960 (Garcia et Zavala, 2019).

La vaccination préventive du VLTI est administrée a I'dge de 6 a 8 semaines, suivie du
rappel a 12 a 15 semaines pour les pondeuses et les reproducteurs (Gingerich et Carver, 2006).
Ces vaccins déclenchent la réponse immunitaire en provoquant une infection de la trachée sans
provoquer de maladie. La plus haute immunité protectrice est atteinte de 15 a 20 semaines apres
la vaccination, qui peut durer plus d'un an (Neff et al., 2008) et aucune interférence n'a été
signalée entre la LTI et d'autres vaccins si l'intervalle entre les vaccinations est de plus de 2

semaines (Aston et al., 2019).

La vaccination contre le VLTI n'est pas suggérée pour les poulets de chair en raison de sa
préoccupation économique (Giambrone et al., 2008). La voie d'administration du vaccin a
toujours été essentielle pour assurer la protection et éviter les réactions indésirables au vaccin.
La méthode du collyre est considérée comme relativement plus slre et offre plus de protection
que les méthodes d'application de masse comme |'eau potable et Il'administration par
pulvérisation. Un vaccin VLTI supérieur doit contenir un titre>10% unités de formation de plaques
/ ml pour induire une immunité adéquate lorsqu'il est administré par des voies autres que la voie

orale (Raggi et Lee, 1965).

Dans certaines occasions, la vaccination conduit a la création d'oiseaux porteurs latents,
qui agissent comme une source d'infection pour les troupeaux non vaccinés (Bagust et al., 1986).
Ces virus latents sont réactivés, conduisant a une excrétion intermittente du VLTI lorsque les
oiseaux sont soumis a des conditions de stress comme début de la ponte, le transport, la
vaccination, etc. entrainant la propagation de la maladie aux oiseaux sensibles (Hughes et al.,

1991 ; Guy et al., 1990). L'utilisation intensive de vaccins vivants atténués a entrainé de nouvelles
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flambées de la LTI dans de nombreuses régions du monde. Des études expérimentales
antérieures suggéraient une aggravation des infections prolongées par la LTl suite a une

mauvaise vaccination (Garcia, 2017). Plusieurs types de vaccins sont développés contre le VLTI :

11.6.2.1 Vaccins a virus vivant modifié

L'immunisation contre la LTl a été accomplie la premiére fois par application de virus
virulent par voie cloacale (Brandly et Bushnell, 1934). Plus tard, Il a été démontré que l'immunité
pourrait étre induite par la vaccination des poulets par des virus atténués (vivants modifiés) par
voie infra-orbitaire (Shibley et al., 1962), instillation intranasale (Benton et al.,, 1958), des
follicules plumeux (Molgard et Cavett, 1947), Instillation oculaire (Sinkovic et Hunt, 1968), et
oralement dans I'eau de boisson (Hilbink et al., 1981). Des souches sauvages du VLTI ont été
atténuées par le passage successif dans les cult