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Résumé

La présente étude a été menée dans le but d'évaluer l'état clinique, sérologique et
histopathologique de la maladie de Gumboro (Bursite Infectieuse)chez les poulets
dechair en évaluant l'influence de certains facteurs de risque associés a cette

maladie.

Nos résultats révelent que : parmi tous les élevages étudiés, IBD montre une
positivité sérologique de 30%. L’étude histologique montre une altération de tissu
de la bourse de Fabricius. En ce qui concerne les facteurs de risque : l'hygiéne
(p=0.03) et la vaccination (p=0.01) sont considérés comme des facteurs affectant

'apparition de I'IBD.

Nos résultats de histopathologique : Altération de la structure lymphoide due a
I'atteinte des follicules. Altération de la bourse Fabricius due a la destruction tissulaire.

Enfin, I'enquéte sérologique menée dans le cadre de cette étude a fourni un cadre
important sur la maladie de Gumboro qui est une pathologie dominante en élevage

de poulet de chair ainsi de nombreux facteurs sont responsables de l'apparition de

cette maladie.

Mots clés : clinique, sérologique, histologique, Gumboro, poulets de chaires
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Summary

The present study was carried out with the aim of evaluating the clincal ,serological and
histopathological status of Gumboro disease (Infectious Bursitis) in broilers by evaluating

the influence of certain risk factors associated with this disease.

Our results reveal that : among all the farms studied ,IBD shows a serological positivity of
30%. The histological study shows an alteration of the tissue of the bursa of Fabricius.
Regarding risk factors : hygiene(p=0.03) and vaccination (p=0.01) are considered factors

affecting the appearance of IBD.

Our histopathological results : Alteration of the lymphoids tructure due to damage to the follicles.

Alteration of the burs a Fabricius due to tissue destruction.

Finally, the serological survey carried out as part of this study provided an important frame
work on Gumboro disease which is a dominant pathology in broiler farming and many factors

are responsible for the appearance of this disease.

Key words : clinical, serological, histological, Gumboro, broilers.
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INTRODUCTION:

Le secteur de la volaille de chair est a la fois le plus important et le plus efficace au monde,
ainsi que la plus grande industrie productrice de viande (Bowersock, 2002; Gupta et al ;
2014). En effet, ce secteur est trés important pour un nombre croissant de pays, ’Algérie en
faisant partie . La production de poulets de chaires toute fois menacée par un certain nombre
de maladies infectieuses causant des pertes économiques énormes, notamment les maladies
virales, telles que la maladie de Newcastle (ND), la bronchite infectieuse (IB) et la bursite
infectieuse (Gumboro, IBD) et qui sont fréquentes dans ce secteur (Lillehoj et et al ; 2003;

Pradhan etal ; 2014; Mohan et al ; 2006).

La bursite infectieuse ou la maladie de Gumboro (IBD) est une maladie virale aigué tres
contagieuse chez les jeunes poulets (4gés de 3 a 6 semaines), qui entralne une mortalité ou
une immunosuppression suite a 'endommagement de la bourse de Fabricius et en altérant
la croissance des jeunes poulets causant des pertes économiques énormes dans les élevages
avaiaires (Islam et al ; 2005; Khan et al ; 2005; Abao et al ; 2015). L'agent causald’IBD est le
virus de la bursite infectieuse (IBDV), appartenant a la famille des Birnaviridae (Jackwoodet,
1984). Les souches IBDV ont été classées en deux sérotypes distincts : pathogenes et non

pathogenes (Van den Berg, 2000; Mohammed et al ; 2013; Prandini et al ; 2016).

En effet, les facteurs de risque liés a la biosécurité et aux pratiques agricoles semblent jouer
un role important dans la gravité de ces maladies observées dans les fermes touchées

(Jaganathan et al ; 2015).

Dans ce manuscrit, nous présenterons dans un premier temps, une partie bibliographique
rappelant quelques généralités sur la maladie de Gumboro en élevage avicole. La partie
expérimentale comprendra le matériel et les méthodes mis en ceuvre pour la réalisation de
ce travail, ainsi que les résultats obtenus. Enfin, nous terminerons par une discussion
générale qui permettra de faire une synthese des résultats et de proposer les

recommandations.




CHAPITRE ]
LA MALADIE DE GUMBORO



1. DEFINITION:

La maladie de Gumboro ou bursite infectieuse est une maladie infectieuse, virulente,
contagieuse, inoculable affectant les jeunes poulets jusqu'a six semaines et provoquée parun
virus (Maladie des volailles, 2001). Elle fait partie des infections virales aviaires
responsable d'immunodéficience. Les virus sont des parasites intracellulaires et les cibles
sont principalement ou exclusivement les cellules lymphoides, I'infection est suivie d'une
immunodépression dont I'importance est fonction de la virulence del’agent, de la pression
d’infectionetdeprésenceoudel’absenced’'uneimmunitépréalable(Manueldepathologie

aviaire, 1992).

Cevirus(IBDV) classe dans la nouvelle famille des Birnavirus, non enveloppe, d’'un diametre
de 60 nanometre, est compose d'un double brin d’ARN entoure d’une capsule protéique

(Maladie volailles, 2001).

2. TRANSMISSION:

La contamination se fait par la voie orale:
-Directe: d’animal a animal.
-Indirect: par tous les vecteurs passifs.

L’excrétion virale persiste 2 semaines aprés la contamination et tous les animaux peuvent

étre porteurs.

Il n'ya pas de transmission par I’ceuf (Anonyme01,2008).

3.HISTORIQUE:

En 1962, cosgrove a décrit une affection aigue des jeunes volailles qui sévissait depuis 1957
dans la ville de Gumboro aux Etats-Unis.Winterfield et Hitchner ont isoledeux virus,l'un des

reins, 'autre de labourse de Fabricius. De poulet satteints de cette affection. Il sont démontré

-



que le virus isole de la bourse de Fabricius est seul responsable des lésions induits dans cet
organe. L’appellation (maladie de Gumboro) fut des lors réserve a l'affection virale
caractérisée par la dégénérescence et la nécrose des cellules lymphoides de la bourse
Fabricius. Depuis 1972 la maladie de Gumboro est universellement répondue (Manuel de

pathologie aviaire, 1992).

La maladie de Gumboro existe dans toutes les zones ou l'industrie avicole est intensive. Son
incidence est trés élevée et la gravite de la maladie est en fonction de I'dge des poussins,du
pouvoir pathogene de la souche virale et de I'absence ou la présence d'une haute ou faible

immunité maternel.

Jusqu'en 1987, les souches virales étaient peu pathogéne et causait moins de 1% de mortalités.
Fin d’Avril 1987, des formes graves de la maladies de Gumboro due sa des souches virales tres
pathogenes sont apparues dans le sud des pays bas et en Belgique prés de la Frontieres
Hollandaise. Ces premiers cas cliniques furent principalement observes dans

I'exploitation de poulets de chaire parfaitement tenues. Apres l'infection par des souches tres
pathogenes s’est propage dans de nombreux pays (Vindevolgelhetal;1992).L’existenced’un

second serotype est établie en 1980 (Mc Ferran et al ; 1980).

4.ETIOLOGIE:

La bursite infectieuse est causée par un virus qui a été classifié dans la famille

Diplornaviridae (Harkness et al ; 1975).

Certain auteurs 'ont classé dans la famille Reoviridae a cause de sa propriété cythopathique

en culture cellulaire (Lukert et al ; 1974).

Finalement grace a une caractérisation génomique le virus a été identifié comme un virus
appartenant a la famille Birnaviridae et au genre birnavirus (Dobospetal;1979). L'IBDV a été

par la suite classé dans le genre A vibirnavirus (pringle et al ; 1999).

On distingue deux séro types : les souches appartenant au séro type [ standard ont un pouvoir
pathogene trés variable, pouvant étre responsable d’une infection subclinique jusqu’a une
infection clinique grave avec une mortalité pouvant atteindre 50%. La souche d’IBDV
hautement pathogene apparue en 1987dans le sud de la Hollande et le Nord de la Belgique
appartient au sérotype [ (Gambbrione et al ; 1990). Et le sérotype II a été isolé du dindon
lequel il ne provoque qu’une affection subclinique inapparente qui serait quant méme

immunosuppressive. Les deux sérotypes peuvent infecter aussi bien les poulets que les

-



dindons.




CARACTERESTIQUES DU VIRUS:

Acide nucléique:

IBDV est un virus a ARN doublebrin bisegmente, c’est un virus non diametre de 58 a 60 nm.
Le genome de I'IBDV comporte 2 segment, le segment A d’une taille de 3300 KDA et le
segment B d'une taille de 2900KDA (Kibenge et al ; 1998). Sur le segmentA, existe 2 cadre de
lecture ouverte ou ORfs (Open Reding Frames) d’une taille de 3039 KDa et de 438 KDA (Said
et al; 2018). Le premier ORF code pour une protéine d’une taille de 17 KDa.

Cette protéine s’appelle VP5 et elle responsable de la pathogénicité du virus (Mundt et al ;
1995), 'autre ORF code pour une protéine d'une taille de 109KDa. Cette suite PVX est la suite
clivée par auto-catalase de la protéase VP4 en VPX, VP3 et VP4. Par la suit la VPX est clivée en
VP2 (Said et al ; 2018). Les protéines VP2 et VP3 forment les protéines structurales de la
capside de I'IBDV. L'une des régions de VP2 est aussi responsable de l'induction de la
neutralisation du virus par les anticorps ainsi que de la spécificité des sérotypes, tandis que
VP4est responsable de maturation protéolytique des poly protéines (Hudson et al ; 1986), le
segment B quant a lui comporte un troisieme ORF qui code pour la protéine VP1 d’une taille
de 95 KDa. Cette protéine a une activité enzymatique dépendant de I’AR polymérase. La
protéine VP1 est responsable de la réplication du génome ainsi que de la synthese de '’ARNm

(Brenn et al. 1991).

-



MORPHOLOGIE & STRUCTURE:

Il a été démontré que les particules virales du virus de la maladie de Gumboro, formées par
des protéines VP2 et VP3, présentent une symétrie icosaédrique de triangulation T=13, avec
un diametre d’environ 700A°. Cette structure du virus est déterminée par cristallographie a
7A°de résolution (Said et al ; 2018). Le phénotype de virulence accrue est déterminé par la
protéine majeure de capside VP2. Cette protéine constitue d’'une part le moteur de la
morphogenese par ses capacités d’auto-assemblage et d’autre par un déterminant du

tropisme du virus par son interaction avec des récepteurs cellulaires.

Temgplate ch

FIGURE1: STRUCTURE DE L'IBDV(SAIDETAL;2018).

PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES:

Action des agents physiques et chimiques:

Il résiste a beaucoup de désinfectants usuels. Un temps de contact de 60 minutes est

g



nécessaire pour assurer une inactivation correcte avec les différents désinfectants. Par
exemple, le formolestactif a 20C en I'absence de matiére organique mai a 4C son activité est

fortement diminuée (Benton etal ; 1967.)

Le virus de la maladie de gumboro est tres résistant aux variations de PH, en effet, il n’est pas
détruit a un PH égale a 2 mais il est inactivé a un PH 2 égale a 12 (Vakharia et al ; 1994). Le

virus est inactivé apres une exposition de10 minutes a 0.5% de chloramine.

Il résiste a I’éther, chloroforme, n’est pas affecté par une exposition a 0.5% de phénol et a
0.125% de thimérosol d’'un heur a30 ¢, I'IBDV est trés sensible a la formaline 1% a 30 c

pendant30 minutes (Benton et al ; 1967).

L’'IBDV est tres stable dans I’environnement car il survit pendant 4 mois dans les parquets
et pendant 7 semaines dans la nourriture (Vakharia et al ; 1994). 1l survit 30 minutes a 60 c,
mais il est inactivé a70 c® (Landgraf et al; 1967). Le pouvoir infectieux est conservé apres 3

ans a(-20c°) (Bentonet al ; 1967).

Action des enzymes:

La trypsine ne modifie pas le titre viral pendant 30 minutes a 37 c°(Meulemansetal; 1974).

Propriétés biologiques:

4.4.1:Culture:

Animaux de laboratoire:

La culture de virus IBD est impossible sur les animaux habituels de laboratoire (souris,

lapin).

Les poulets inocules avec virus IBD présentent les lésions spécifiques 3 jours apres

inoculation (Said et al ; 2018).

L’'inoculation se fait sur la membrane chorion-allantoidienne d’embryon de poulet de 9 a1l

jours, cette inoculation provoque la mort des embryons.

g



Chez les embryons morts 48h apres inoculation, la maladie de gumboro provoque des
cedemes sous cutanés, des congestions et hémorragies, les foies des embryons sont

hypertrophiés et congestionnés un aspect moucheté (Said et al ; 2018).

Chez les embryons morts plus beaucoup plustard, les foies peuvent étre gonflés et verdatres
avec des zones de nécrose, les rates sont hypertrophiés et congestionnés avec un aspect

moucheté (Said et al ; 2018)




Culture cellulaire:

Le virus a été adapté a semultiplier et a produire un effet cytopathogene en culturecellulaire
primaire de cellules lymphoide de bourses de poulets, de reins d’embryons de poulets et sur
cellules de fibroblastes d’embryons de poulets (CEF) (LuKert et al ; 1974). Ce virus adapté
aux cultures cellulaires, se développe également sur plusieurs lignées cellulaires continues

de mammiferes telles que les cellules RK-13. (LuKert et al ; 1974).

4.4.2. Effet cytopathogene:

L’inoculation de virus IBD sur les cellules des fibroblastes de '’embryon de poulet, provoque
I'apparition d'un effet cytopathogene que se traduit par petites cellules rondes réfrigérantes

disséminés sur toute la culture cellulaire (Meulmans et al ; 1974).

Cet effet cytopathogene est généralement observé 3 a 6 jours et ceci en fonction de titre

initial de I'inoculum.

Espeéces atteintes :

Seule I'espece poule (Gallus gailus) développe la bursite infectieuse apres l'infection par les
virus de serotype 1. La dinde (meleagris gallopavo) héberge de facon asymptomatique le
sérotype 2 et parfois des virus de sérotype 1 au pouvoir pathogene mal asymptomatique des

virus de sérotypel.

Des anticorps anti-IBDV on été détecté chez la pintade (numida meleagris), le faisan de
Colchide (phasianuscolchicus) et l'autruche (struthiocamelus), qui héberge des virus de

sérotype 2 (Van Den et al ; 2000).
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5.Pathogene:

La période d’'incubation est tres courte, de deux a trois jours. Des signes histologiques

d’infection sont détectés au niveau de la bourse de fabricius a partir de 24H. le virus transite
dans les cellules lymphoides et les macrophages intestinaux quelques heures apres 'infection
orale. L'envahissement hépatique précede la virémie qui assure la contamination des organes
cibles dans la bourse de fabricius. Cette atteinte correspond a une bursectomie virale
détruisant les lymphocytes B porteurs de 'immunité a médiation humorale : ablation de la

bourse de fabricius.

Il ya réaction inflammatoire de la bourse de fabricius le 4¢m¢ jour qui suit infection, puis
atrophie et dégénérescence en une semaine qui accompagne la nécrose des autres

organes lymphoides (Jean-luc Guerin,2007)

La maladie évolues ou vent vers la guérison spontanée. La premiere conséquence de l'infection
est une immunosuppression quasi immédiate, entrainant de grave échec a la vaccination

(Newcastle ; Bronchite infectieuse, Marek) (Jean- luc guerin,2007).

Les animaux atteints deviennent sensibles a de nombreuses affections parasitaires, virales et

bactériennes.

Plusieurs hypotheses sont émises pour expliquer l'origine des lésions et symptoémes des

formes graves :

Il s’agit de la coagulation intravasculaire disséminée (CIVD), suite a libération de

thromboplastine a partir de la bourse de Fabricius 1ésée.

Il a aussi été évoqué une maladie a immuns complexes, avec vascularité, qui provoqueraient

les 1ésions hémorragiques et en partie 'atteinte rénale (Jean-Luc Guerin ,2007).




6.Symptomes:

La maladie de gumboro est une maladie fortement contagieuse qui s’exprime 2 a 3 jours
apres l'infection (Saif et al ; 1998). La mortalité et le tableau clinique varient selon la

virulence de la souche d’IBDV.

La souche vvIBDV:

Peut occasionner une diarrhée liquide blanchatre, des plumes ébouriffées, une anémie, une
dépression sévere et un coma (Nunoya et al; 1992).La mort s’ensuit rapidement quelques
heures apres I'apparition des symptomes. La maladie due a cette souche induit un taux de
mortalité variant de 60 a100% (Eterradossi et al ; 1992). La particularité de cette souche est
sa capacité d’'infecter les oiseaux ayant un taux élevé d’anticorps maternels ainsi que les

oiseaux immunisés (Zierenberg et al. 2001).

FIGURE2: ANIMAUX ATTEINTS PAR LA MALADIE DE GUMBORO (SAIDETAL;2018)
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La souche classique:

La maladie s’installe quant I'immunité passive maternelle disparait et que la bourse de
Fabriciusmurit par le balayage antigéniqueprovenantdecloaqueentre3 et 6 semaines. Elle
apparait brutalement apres quelques jours d’incubation et préte a confusion avec un épisode
de coccidiose aigue : abattement, anorexie, diarrhée blanchatre profuse et aqueuse qui
humide la litiere, le cloaque est souillé, irrité et les animaux se pique, soif intense,
déshydratation, démarche chancelante, téte baissée (Manuel pratique des pathologies
aviaires : Dedier vellate), Immunosuppression de survivant, mortalités 20a 30%, le pic de
mortalité est atteint 3 jour apres l'infection mais cette mortalité des oiseaux peut continuer

jusqu’a 5 a 7 jours apres l'infection (Cao et al ; 1998).

FIGURE3: POUSSIN ATTEINT PAR LA MALADIE DE GUMBORO A DROITE (SAIDETAL; 2018).

La variante antigénique:

C’est une souche isolée en Amérique, I'infection avec cette souche est subclinique, n’entraine
pas des mortalités mais occasionne une séveére immunodépression qui va augmenter la

susceptibilité des oiseaux a d’autres maladies (Lasher et al ; 1997).




7.Les lésions:

-Les carcasses des oiseaux morts présentent des signes plus ou moins de déshydratation pour

un embonpoint normal (Aspect sec et collant de la carcasse).

-On remarque des hémorragies surtout au niveau des membres et des muscles pectoraux et
quelque fois sur le myocarde, a la base du pro ventricule et sur la masse viscérale. Les lésions
pathognomoniques siegent dans la bourse de Fabricius. Il y a hypertrophie puis atrophie de
I'organe en fonction de I'évolution clinique de la maladie. La bourse est souvent remplie d'un

contenu caséeux en fin de phase aigue de la maladie(Villate, 2001).

Lésions macroscopiques:

Sont observes pricipalement dans la bourse de fabricius qui présente tous les stades de

I'inflamation suite a une infecion aigue

FIGURE4 : LESION DE LA BOURSE DE FABRICIUS EN CASDE MALADIE DE GUMBORO
(ANONYME 02,2008)
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Sa surface peut étre couverte d'un cedeme gélatineux jaunatre et parfois présenter des

pétéchies ou méme étre entierement hémorragique.

-Au 4¢ jour, les lésions s’intensifient. La bourse de Fabricius a doublé ou triplé de volume. -A

I'ouverture, elle est parfois hémorragique ou remplie d’'un caséum blanchatre résultant de la

nécrose des follicules.

- Au 5e jour, les 1ésions inflammatoires régressent,la bourse de Fabricius diminue de volume

puis elle commence a s’atrophier.

Apartir du 8e jour, son poids est réduit del/3a1/6 du poids normal.

Dans les formes sub-cliniques les seules lésions visibles concernent la bourse de Fabricius
dont le volume est augmenté dans la phase initiale puis diminué. Cependant, ce critere est
difficile a apprécier lors de I'autopsie et son objectivation La bourse de Fabricius au 3e jour
de l'infection, est cedémateuse, hyperhémie et augmentée nécessite de comparer le rapport
masse de la bourse de Fabricius sur poids vif de I'animal entre un sujet sain et le sujet

autopsié.




FIGURES : LESIONS DE LA BOURSE DE FABRICIUS EN CAS DE MALADIE DE
GUMBORO (ROUMAISSAET AL ;2017).

Lésions microscopiques:

1- Hémorragie de la bource de
Fabricius
2- néphropathie

3- des hémorragies dans le muscle

FIGUREG : LESIONS DE MALADIE DE GUMBORO (ROUMAISSAETAL;2017).

Il s’ensuit une réaction inflammatoire avec cedéme, hyperhémie et infiltration de cellules
inflammatoires, d’ou hypertrophie marquée de la bourse de Fabricius des le 3e jour de

I'infection.



La réaction inflammatoire disparait, laissant place a des vacuoles kystiques dans la zone

médullaire. On note aussi une hypertrophie du tissu conjonctif inter-folliculaire.

1. Normal Bursa

2. Atrophied Bursa

FIGURE7: HYPERTROPHIE DE LA BOURCE DE FABRICIUS (ROUMAISSAETAL;2017).

La bourse de Fabricius s’atrophie progressivement jusqu’au 8ejour. En fin d’évolution on
observe une atrophie des follicules, certain restant kystique. La réversibilité des lésions
Histologiques de la bourse de Fabricius dépend de lI'importance de la destruction du

systéme réticulo-histiocytaire.

Tous les follicules sont atteints. Par contre, chez les poussins infectés a 'age de 3semaines, si
tous les follicules ne sont pas atteints au 6e jour, on peut remarquer un repeuplement

lymphocytaire dans les 15 jours qui suivent.

De la rate:

Elle peut présenter des points de nécrose des follicules lymphocytaires.

De la glande de Harder:

D’'importantes 1ésions ont été observées chez le poussin inoculé a I’age d’un jour. Lorsque le
poussin vieillit, la glande de Harder se peuple de plasmocytes. L’infection par I'IBDV prévient
cette infiltration. Jusqu’a I'dge de 7 semaines, la population en plasmocytes de la glande de

Harder chez le poussin inoculé est 5 a 10 fois plus pauvre que celle des animaux témoins.




Du rein:

Il n’ya pas de lésion spécifique autre que les 1ésions dues a la déshydratation sévere des
poussins malades.
-hémorragie de la bource de Fabricius

-néphropathie

-des hémorragies dans le muscle

Il repose sur de nombreux examens nécrosiques confirment les lésions spécifiques de
boursite infectieuse, le tout confronté a ’analyse des symptomes et de la courbe de mortalité

caractéristiques qui sont tres évocateurs. (Anonyme 03 : 2000).
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8.Epidemiologie:

Epidémiologie analytique:

8..1.1.Réceptivité:

Liée a I’animal:

L’espece:

La maladie se rencontre surtout dans le genre Gallus. Les souches de poules a plumage rouge
(poulettes futures et labels) semblent nettement plus sensible aL4IBD que les souches
blanches. On a décrit la maladie chez le faisan. Le canard et le dindon développent des formes
subcliniques. La caille et le pigeon semblent résistent a I'infection expérimentale (Dewit etal ;

1999)

L’age:
L’age est un facteur important dans l'infection naturelle a L'IBD. Dans les 3 premieres
semaines de vie, I'infection précoce provoque une infection subclinique moins grave mais une

immunodépression sévere, les pertes économiques peuvent étre considérables.

Les 4emeet 5emesemaines de vie représentent 1'age de la plus grande sensibilité au virus (Ley
et al ;1983). Et il se développe alors des formes aigue de L'IBD. On peut expliquer la plus
grande sensibilité des poulets de plus de 3semaines (Gambrione et al ; 1976). Par lefait qu’il
sont plus de cellules cible (lymphocyteB) dans la bourse de Fabricius pour la réplication

virale.

Liée au milieu:

Tous ce qui favorise la dissémination et la pérennité du virus, tous les facteurs de stress

interviennent sur la réceptivité.

-



Transmission du virus de la maladie de Gumboro:

Seule la transmission horizontale est connue: les sujets sains se contaminent par voie orale
(eau, nourriture, litiere contaminée par les fientes...) ou respiratoire.les animaux infectés

commencent a excréter le virus dans leurs fientes au bout de 48h.

La contamination est réalisée par contact direct avec les individus excréteurs ou par contact
indirect avec un vecteur souillé¢, inanimé (matériel), ou animé (personnel d’élevages,

rongeurs, insectes) (Van den berg et al ;2000).

La transmission indirecte est favorisée par la grande résistance du virus dans le milieu
extérieur (Van den brg et al ; 2000). Il n'ya pas de transmission verticale stricto sensu ;
cependant les possibilités de transmission via une éventuelle contamination des surface
n’ont pas été évaluées dans cette éventualité, une fumigation en vue d’'une décontamination

de surface des ceufs a couver peut étre indiquée.

Il faut noter que les reproducteurs en ponte ne possedent plus de bourse de fabricius et ne
sont plus sensibles a la maladie (Said et al; 2018). La probabilité qu’ils excretent du virus de
maniere a contaminer les ceufs en surface est donc extrémement faible. Concernant les
produit dérivés de viande volaille, la résistance du virus aux températures extrémes est
favorable a sa diffusion. Les données actuelles sone bien sur insuffisantes pour une

évaluation quantitative du risque (Said et al ;2018).

-



Epidémiologie synthétique:

L’introduction du virus dans un milieu se fait par le biais des échanges commerciaux des
volailles ou de leurs produits. L’existence de nombreux vecteurs, les animaux réservoirs, la

résistance du virus font que la maladie évolue durant toute I'année.
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FIGURE 8: COURBE CARACTERISTIQUE DE LA MORTALITE DE LA FORME
AIGUE DE LA MALADIE DE
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CHAPITRE 11
DIAGNOSTIC & PROPHYLAXIE



1.Diagnostic:

Diagnostic clinique:

Le diagnostic de présomption est facile pour les foyers de maladie de Gumboro aigue.
L’évolution de la morbidité(morbiditésoudaineettresimportante,puisguérison encinga sept,

jours apres le pic de mortalité) et de la mortalité est caractéristique de la maladie.

La confirmation du diagnostic est apportée par 'observation des lésions nécrotiques de la
bourse de fabricius, qui different selon le stade de I'affection, et qui sont pathognomonique.
Les infections d’animaux jeunes, ou d’oiseaux encore porteurs d’anticorps maternels sont en
général subcliniques et donc le diagnostic clinique est difficile a poser. On aura recours alors
a l'observation des lésions microscopiques et de 'atrophie histologique (Eterradossi et al ;

1997).

Diagnostic de laboratoire (Diagnosticsérologique):

Les anticorps spécifiques anti-IBDV peuvent étre mis en évidence et titrés par précipitation
en milieu gélifié, par séroneutralisation ou par le test ELISA. (Said et al;2018).comparé la

sensibilité et la spécificité de ces 3 techniques.

Il est nécessaire de diluer les échantillons avec la technique ELISAa1/5000 pour mesurer les
taux d’anticorps supérieurs a 5000 unités (Said et al ;2018) Avec des dilutions adéquates, il
ya une bonne correspondance entre les résultats ELISA et les autres techniques (la
précipitation en milieu gélifié est la moins sensible et la séroneutralisation est la plus
sensible) (Weisman et al ; 1978) La technique ELISA a été adaptée pour la sérologie IBD et
représente une technique rapide, quantifiable, sensible et reproductible, pouvant étre

automatisée. La sérologie est utilisée dans trois cas principaux :

Cinétique d’anticorps sur les lots de poulets de chair pour confirmer un passage d’IBD.
Controles des anticorps des reproductrices en ponte.

Calcul de la date de vaccination.
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Diagnostic différentiel:

Plusieurs affections sont susceptibles d’étre confondues cliniquement avec la maladie de

Gumboro. L’évolution rapide de la morbidité peut faire penser a un épisode aigue de

coccidiose, notamment si du sang est retrouvé dans les fientes.

Les observations nécrosiques permettent alors de faire le diagnostic différentiel. Les 1ésions
rénales sont insuffisantes pour diagnostiquer la maladie de Gumboro, car ces lésions sont

inconstantes.

Il s’agit bien siir de vérifier la présence des lésions bursales pour éliminer les autres causes

de néphrite.

Certains variant de virus de la bronchite infectieuse, a tropisme rénale, sont ainsi
responsables de néphrite (Said et al ;2018). Il n'ya pas dans ce cas de modification

au niveau de la bourse, et des signes respiratoires précedent la mort.

Il ne faut pas pour autant éliminer la possibilité d’avoir les deux affections simultanément. Les
hémorragies musculaires et de la muqueuse a la jonction provent ricule-gésier ne sont pas

pathognomoniques.

On s’intéresse alors aux lésions de la bourse. Des poussins(SPF) infectés a un jour par un
adéno virus aviaire de type 8, présentent deus semaine apres l'infection, des bourses de
petite taille et avec des follicules atrophiés (Grimes et al ; 1977) Dans cette situation, on
observe alors des 1ésions macroscopiques au niveau du foie, de la rate, du pancréas et des
reins, ainsi que des corps d’inclusion intranucléaires au niveau des tissus hépatique et

pancréatique.

Parmi les principales affections susceptibles d’étre confondues cliniquement avec la maladie
de Gumboro, il faut signaler aussi la maladie de Newcastle dans certaines formes viscérales, le
syndrome de malabsorption, et certains mycotoxicoses. Dans tous ces cas, la des lésions de la
bourse de fabricius permet I'identification(Said et al ;2018). Les infections par des

souches variantes ne seront détectées que par l'histopathologie ou lisolement viral
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2.Traitement:

Aucun traitement spécifique de la maladie de gumboro n’est officiellement reconnue efficace.
Certains virucides (ex : virkanN4) sont pourtant utilisés et considérés comme efficaces sur le
terrain, mais aucune étude scientifique ne vérifié ces hypothéses et la phase clinique étant
trés courte. Il serait nécessaire de faire une étude prospective avec des lots traités et des lots

témoins (LukerT, et al ; 1997).

3.Prophylacxie:

Prophylaxie sanitaire:

La prophylaxie sanitaire doit s’accompagner d’'une prophylaxie médicale tout aussi
rigoureuse, réciproquement, la prophylaxie médicale, dont 'efficacité est difficile a assurer,
ne pourra étre efficace qu’'associés a des mesures hygiéniques strictes. Les étapes de
nettoyageetdedés infection doivent étre bien étudiées afin de permettre I'élimination dece
virus particulierement résistant. En premier lieu, il s’agit d’éliminer les insectes et les

rongeurs des locaux d’élevages des le début du vide sanitaire (Lukert et al ; 1997).

L’anciennelitiereetlefumiersontéliminésdusite,carilssontpotentiellement contaminants. Le
matériel d’élevage doit étre entierement démonté. On procede a un nettoyage a sec des

locaux, du matériel, et des abords, afin de retirer les résidus et poussieres,ils sont ensuite.

Nettoyés a 'eau chaude (60°C) contenant un détergent sous pression de 80 a 150 bars.
L’étape de désinfection peut étre entreprise seulement lorsque tous les batiments sont

nettoyés.

Apres séchage, une premiere désinfection est pratiquée avec un désinfectant adéquat. Le
séchage doit étre complet 5 (Lukertetal;1997). Une deuxieme désinfection est effectuée

apres le remplissage en matériel des locaux mais avant la mise en place des poussins.

Les silos de nourriture doivent subir les mémes étapes de nettoyage et de désinfection, aussi
bien extérieurement qu’'intérieurement. L’aliment stocké pendant la période d’élevage de la

bande précédente est éliminé.
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Les désinfectants sont plus actifs a une température supérieure a 20°C ce qui est favorable a
la réalisation de la désinfection en pays chauds. Il faut ce pendant veiller a ne pas les exposer

a une température supérieure a 43°C.

Prophylaxie médicale:

L’'immunisation vaccinale des volailles est primordiale, bien qu’elle ne soit pas suffisante a
elle seule, car il est nécessaire de diminuer simultanément le plus possible la pression virale

sauvage.

La vaccination releve d'une stratégie enrelation avec la catégorie des oiseaux (reproducteurs,
pondeuses, poulets de chair...), la protection immunitaire passive, les souches en circulation,
la pression virale effective, I'hétérogénéité du lot. .. C'est pour cette raison, qu’il n’existe pas
de programme universel, et que la stratégie doit étre adaptée a chaque situation (Lukert et al

;1997).

L’'immunisation des reproducteurs est particulierement importante, elle permet deproteger
les poussins vis-a-vis des infections précoces immunodépressives (Lukert et al ; 1997).La
protection maternelle passive protege généralement les poussins pendant une a trois
semaines ; ces résultats peuvent étre grandement améliorés en stimulant lI'immunité
maternelle par des rappels avec des vaccins adjuvés huileux, et étendre ainsi la protection
dela descendance jusqu’a 4 a 5 semaines. L’hyper immunisation parentale donc de protéger
les poussins pendant une longue durée, qui peut méme couvrir la période d’élevage des
poulets de chair. Par contre, concernant les poulettes, on s’attachera a obtenir une
immunisation active de longue durée, puisque la protection doit couvrir toute la période de

ponte(Said etal ;2018).

En résumé, la réussite de la vaccination repose sur des mesures hygiéniques strictes qui
abaissent au maximum la pression virale sauvage, le choix de la souche vaccinale
(Notamment en fonction des pathotypes, des variantes antigénique en présence ...), et celui

du schéma vaccinal.
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FIGURE9: REACTION DE L’'ORGANISME AU VACCIN (SAIDETAL;2018).



4.Les différents types de vaccins :

On distingue deux sortes de vaccins:

Vaccins a virus inactivés:

En 1964, Winterfield et Hitchner Rapportent que les vaccins inactivés sont inefficaces en
matiére d'immunité. Cette conception a été révisée. En effet selon Bienne jean(1977)des
vaccins inactivés ont été expérimentés, mais les concentrations virales nécessaires a
I'obtention de I'immunité sont actuellement trop élevées pour permettre une production
industrielle. En 1999, Des borges a montré que le vaccin inactivé est totalement insensible
aux anticorps maternels des poussins. Ce vaccin induit une protection progressive et de

longue durée ;

Vaccins a virus vivants:

Dans ce domaine les vaccins ont connu deux périodes. Une premiere période ou on utilisait
des vaccins a virus pleinement virulent et une seconde période ou les vaccins furent atténués.
Les vaccins a virus pleinement virulents sont préparés a partir de suspensions de bourse de
Fabricius de poulets infectés. A I'heure actuelle ces vaccins sont abandonnés au profit des
vaccins a virus atténués. Constantin (1988) a montré que les vaccins vivant atténué utilisés

tres précocement seront neutralisés par les anticorps d’origine maternel chez les poussins.

Pour une vaccination efficace contre la maladie de Gumboro avec des vaccins vivant, Ferre et
Belloc (2005)ont montré qu'’il faut un taux d’AC d’origine maternel compatible avec la souche
vaccinal soit 350 en ELISA(kit IDEX X,dilution1 /500) pour les vaccins intermédiaire et 500

pour les vaccins a souches dite (chaude)




Stratégie de vaccination:

La prophylaxie médicale de la maladie du Gumboro est en théorie basée sur 'immunisation
des parentales afin qu’elles transmettent une immunité passive a leur progéniture. Les
anticorps d’origine maternel vont persister en moyenles3premieressemaines de la vie chez le
poussin, le protégeant ainsi d’'une infection précoce grave. L'immunisation des parentales
repose sur l'injection d'un vaccin inactivé contenant un adjuvant huileux avant I’entrée en
ponte a ’Age de 10 a 15 semaines (Brugere-Picoux et al ;1992). Les poussins apres la

Disparition de I'immunité passive, seront vaccinés en moyen de vaccin vivant atténué. Une

poule mal vacciné est égale a 160 poussins mal protégé (Said etal ;2018).

Dans plusieurs cas ou la pression d'infection est minime (nombre restreint de batisses sur le
site, un seul age, souche pathogene, bonne biosécurité, hygiene) cette protection pourra étre

suffisante.

En présence d’une pression d’infection plus grande, il sera nécessaire de vacciné les oiseaux
en élevage afin de prendre la releve de I'immunité passive et d’assurer un niveau de

protection constante. Les poussins, disparition de I'immunité passive, seront vaccinés au
moyen d'un vaccin atténué. Le virus vaccinal va se multiplier dans la bourse Fabricius et y
persiste une dizaine de jour. Le probleme majeur de I'immunisation active des poussins,
moment de leur vaccination, c’est-a-dire immédiatement apres disparition des anticorps
maternelslestatutimmunitairedesparentsdoitdoncétreconnuoulesanticorpsmaternel doivent

étre titrés chez un échantillon durant les premieres semaines de la vie.

Un exemple de programme de vaccination de futures reproductrices peut consister en
administration de vaccin vivant atténué au premier jour de la vie et / ou a l'age de 3
semaines; suivi d’'un rappel au moyen de vaccin inactivé huileux a I’age de 15 semaines. Mais

la pratique est loin d’étre aussi simple que la théorie.

Depuis le début de l'apparition de formes grave de la maladie de Gumboro; les schémas
classiques de vaccination ce sont montré peu efficaces. Certains éleveurs ont alors
abandonnés toutes vaccination de poussin ; d’autres ont adopté un programme de

Vaccination tres lourd; d’autant plus lourd qu’inefficace a notre avis. Pour se faire; si a I'age
d’'un jour moins de 80% des poussins possedent des préciptines ; ils seront vaccinés au
moyen d’'une demi dose de vaccin vivant atténué a I’age de 10;14; et 17 jours. Si 80 a 100%
des sérums des poussins au premier jour sont positifs au test de précipitation en gélose; ils
seront retestés a 1'age de 7 a 10 jours. Si moins de 50% sont alors positifs ; le vaccin sera

administrer a I'age de 14 ; 17 et 21 jours et si plus de 50%sont positifs; la vaccination sera

.



effectuer 17 ; 21 et 24 jours (Brugere-Picoux et Silim, 2007). Il faut donc attendre 3a 4 lots

afin de juger de l'efficacité de la vaccination (Said et al ;2018).

5.Choix de la date de vaccination:

Deux écoles s’affrontent en matiere de prophylaxie vaccinale: vaccination systématique a 1
jour avec des souches intermédiaire ou calcul de la décroissance des anticorps maternels,
pour déterminer 1'age de la vaccination. Dans la premiere méthode, une primo-vaccination
est réalisé le plutot possible chez un maximum de poussins qui le permettent, c’est-a-dire

ayant peu d’anticorps maternels.

Le but est d’empécher une diffusion et une multiplication de virus sauvage avant
immunisation active par des vaccinations plus tardive. Dans la deuxieme méthode, il faut
choisir une date de vaccination et donc déterminer 2 parametres: quel est le seuil d’anticorps
maternels résiduels admissible et compatible au vaccin et comment prédire la date a laquelle

ce seuil sera atteint.

La protection passive diminue au fur et a mesure que le poussin vieillit et élimine les
anticorps maternels. La durer de la protection passive dépend donc a la fois de la quantité
initiale d’anticorps transmise et de la vitesse a laquelle le poussin élimine les anticorps

regus.

La quantité initiale d’anticorps maternels transmis est mesurée par des sérologies ELISA

effectuées sur 20 poussins prélevés le jour de la mise en place.

L’estimation de la cinétique de décroissance des anticorps maternels: le temps de demi-vie
plasmatique des anticorps maternels est d’environ 3 jours a croissance rapide et de 5 jours

chez les souches a croissance lente.

Taux d’anticorps maternels résiduel susceptible d’interféré avec la prise vaccinale. Les titres
neutralisant dépendent du vaccin : 1/100 pour les vaccins trés atténué, 1/250 pour les

vaccins intermédiaire et 1/500 pour les vaccins invasifs (Sellam, 2001).

Kouwenhovenen1991 (rapporté par SELLAM,2001)a décrit une formule permettant de

calculer la date de vaccination (D) :

D=D(mtitre ELISA mesurés)-22,36+1 2.82

Dracines carrées pour rendre la courbe des titres d’anticorps normale

22,36= la racine de 500, et 500 est le titre ELISA seul interférant avec la prise vaccinale des

vaccins « hots », ce seuil est donc fonction du vaccin.

2,82= 1/2 de vie de la racine titre ELISA pour les poulets industriels+ 1 car prise de sang sur

o




poussins d'un jour

0



PARTIE Il :PARTIE EXPERIMENTALE.



1. Objectif:

Notre travail est consacré a une étude clinique, histologique et sérologique de la maladie de
Gumboro ou bursite infectieuse IBD, en utilisant la méthode ELISA et d'évaluer l'influence de
certains facteurs de risque associés a chaque maladie. Dans la perspective est I'amélioration
de la productivité a travers l'amélioration de la santé. Sur un plan plus spécifique, il s'agit de
relever la présence des contraintes pathologiques d'origine virale en appréciant le statut

immunitaire des oiseaux afin de mettre en place une prise en charge adéquate de ces

pathologies.
Cadre d’étude:
Etude sérologique:

Cette partie a été effectuée au niveau de Laboratoire de recherche de Biotechnologies liées a
la Reproduction Animale (LBRA), (Université de Blida), durant une période de 15 jours
(1erMars jusqu’ a 15 Mars 2024).




./'\

=238 <=0 e

s . o 3 a3
Institute of Veterinary Sciences - it

FIGURE10:L'INSTITUTDESSCIENCESVETERINAIRES /UNIVERSITEDEBLIDA.PHOTOPERSO
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FIGURE11:LABORATOIRE DE RECHERCHE DE BIOTECHNOLOGIE (LBRA), (UNIVERSITE DE

BLIDA). PHOTO PERSONNELLE2024.
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FIGURE12: ECOLE NATIONALE SUPERIEURE VETERINAIRE D’ALGER. PHOTO PERSONNELLE
2024.
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FIGURE13: LABORATOIRE D’ANATOMIE PATHOLOGIQUE. PHOTOPERSONNELLE2024.
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2.Matériels et méthodes:

1.Etude clinique :

Le diagnostic clinique a été établi sur la base des antécédents cliniques relevés par
responsables des exploitations, y compris les vétérinaires chargés de suivi, les signes cliniques et

les 1ésions sont enregistrés lors de 1'autopsie des poulets atteints.

2. Etude sérologique:

Animal:
Les sujets sont prélevés dans trente (10) élevages avicoles privés de type poulet de chair. Les

sujets sont originaires des centres de production de poulet de chair privés(couvoirs privés).

Ces élevages de poulets de chair sont de différentes souches (Arboracres,Cobb 500,

HubbardF15)agés de quatre(4) a sept(7) semaines et contenant de 4000 a 10000

sujets/élevage.

FIGURE14: LES ELEVAGES PRELEVES.

Les élevages étudié ont été initialement vaccinés contre la maladie de Gumboro (la bursite

infectieuse IBD) avec des vaccins vivants selon différents protocoles (Tableau 1).

Les élevages analysés ont été suspectés d'étre atteints d'une maladie virale (IBD) apres avoir
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présenté des signes cliniques et nécrosiques caractéristiques.

TABLEAU1: LES VACCINS UTILISES (SOUCHEVACCINALE, TYPE DE VACCIN ET MODE

D’ADMINISTRATION)

Pathologie Souchevaccinale Typedevaccin Mode
d’administration

Lamaladiede D78

Gumboro(IBD) 228E Vaccinsvivants Eaudeboisson

Echantillonnage (Prélevements):

Les échantillons ont été prélevés au hasard a partir des poulets de chair suspectés
Cliniquement affectés d’'une des maladies virales tel que: la maladie de Gumboro (IBD) et

montrant des lésions caractéristiques a I'’examen nécropsique (autopsie).

Un total de 200 échantillons a été soumis aux analyses sérologiques au sein du laboratoire
de recherche de Biotechnologies liées a la Reproduction Animale (LBRA) situé a I'Institut des

Sciences Vétérinaires / Université de Blida.

Apres le signalement d’un cas suspect par I'un des vétérinaires chargé du suivi, nous nous
sommes déplacés dans un délaide 1-2 jours pour effectuer la premiere série de prélevements

et remplir la fiche de prélevement.

Concernant le protocole de prélévement, pour chaque élevage, nous avons fait deux séries de
prélevements, une dite prélevement précoce faite des le début de l'infection (I'apparition des
premierssignescliniques),1 a2 joursaumaximum,etl’autretardivesefera2-3 semaines plus tard

(pour mettre en évidence une éventuelle séroconversion).

Les prélevement ont été effectués au niveau de la veine a laire et réalisés directement dans
'élevage (10 échantillons/élevage) (Figure18), afin de garantir la représentativité des

échantillons, les prélevements de sang ont été réalisés au hasard au sein d’un lot.

Une fois les prélevements sanguins récoltés dans des tubes secs préalablement identifiés

(environ 3 ml/sujet afin de pouvoir exécuter les différentes analyses a partir du méme
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sérum), ils ont été directement acheminés au laboratoire ou ils ont subi le jour méme une
centrifugation (5000tours/mnpendant10mn) en vue de récupérer les sérums qui ont été par

la suite conservés dans des tubes Eppendorf identifiés et congelés a -20 °C (Figure 19).

Une fois le nombre de sérums prévus atteint (1200Sérums), les prélevements on fait 'objet

des examens sérologiques.

FIGURE15: TECHNIQUE DE PRELEVEMENT.

FIGURE16:SANG AVANT CENTRIFUGATION
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FIGURE17:SANGAPRESCENTRIFUGATION

FIGURE18: SERUM DANS DES EPPENDORF IDENTIFIES. PHOTOPERSONNELLE2024.
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Méthode de laboratoire (Sérologie):

Une technique Elisa indirecte a été effectuée en utilisant des kits de la société ID.vet
InnovativeDiagnostics(Montpellier,France):IDScreen®Indirect]BDV(pourlamaladiede

Gumboro)

Les groupes de prélevements effectués a différentes dates et provenant des différents
batiments d’élevages ont été simultanément analysés avec le méme kit afin d’assurer la
Comparabilité des résultats fournis par le test et de bien interpréter la cinétique des
anticorps (Ac) ; les sérums ont été dilués au 1/500e puis chargés sur des plaques ELISA pour

commencer la réaction immuno-absorbante comme indiqué dans les manuels du fabricant.

La lecture des plaques Elisa a été faite a 'aide d’'un spectrophotometre ELx800(DIALAB
GmbH, Wiener Neudorf,Autriche) munid’'un filtre de 450 nm. La densité optique (DO)

obtenue a été transformée en titre d’anticorps.

La transformation des DO, les tests de validité, les titres moyens, et le coefficient de variation
(CV) ont été calculés automatiquement par bande et par série de prélevements a I'aide d’'un

logiciel fourni par le laboratoire (IDSoft™, Montpellier, France).

FIGURE19:KITELISAUTILISE.PHOTOPERSONNELLEZ2024.
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Information générale:

Ce kit de diagnostic est destiné a la mise en évidence d’anti corps dirigés contre le virus de la

maladie d'IBD.

Il permet d’évaluer la quantité d’anticorps dirigé contre IBDV présents dans les érumoule

plasma de poulet.

Description et Principe:

Les puits sont sensibilisée avec de 'antigene purifié du IBDV.

Les échantillons a tester et les controles sont distribués dans les puits. Les anticorps

spécifiques des virus IBD, s’ils sont présents, forment un complexe antigéne-anticorps.

Un conjugué qui se fixe sur les immunoglobulines de poules fixées sur les plaques est
distribué dans les puits. Il se fixe aux anticorps anti-IBD, formant un complexe antigéne-

anticorps-conjugué-HRP.

Apres élimination du conjuguée exces par lavage, la réaction est révélée par une solution de
révélation (TMB)

La coloration qui en résulte est liée a la quantité d’anticorps spécifiques présents dans

I’échantillon a tester :

En présence d’anticorps dans I'échantillon, il apparait une coloration bleue qui devient jaune

apres blocage.

En I'absence d’anticorps dans I’échantillon, il n’apparait pas de coloration.

Lalecture est réalisée a 450 nm.




Composants du Kit:

Réactifs:

Microplaques sensibilisées avec l’antigene IBD
purifié Contrdle positif

Controle  négatif

Tampondedilution

14

Conjugué  concentré(10X)

Tampon de dilution 3

Solution de lavage concentrée
(20X) Solution de révélation.

Solution d’arrét(0.5M).

Microplaques Dilution Buffer

Substrate solution

Stopsolution Washsolution20X

B




FIGURE20:LES DEFERENTES SOLUTIONS. PHOTO PERSONNELLE2024.

FIGURE21:CONTROLEPOSITIFETCONTROLENEGATIF.PHOTOPERSONNELLE2024.
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FIGURE22:CONJUGUECONCENTRE(10X).PHOTOPERSONNELLE2(024.

*la composition du kit est indiquée sur I'étiquette de dessus de Kkit.

Le conjugué, les contrdles, et la solution de révélation doivent étre stockés a 5°C(+/-3°C)
Les autres réactifs peuvent étre stockés entre+2°C et+26°C.

Les solutions de lavage et d’arrét peuvent étre utilisées pour toute la gamme de produits
IDvet. les solutions de révélation et les tampons de dilution avec les mémes numéros de lot

sont interchangeables.

Matériel nécessaire:

Pipettes de précision mono oumulti-canaux capables de délivrer des volumes de5 pl, 10 pl,

100pl, 200pl.

Embout de pipette a usage unique.
Lecteur de microplaque a 96

puits.

Eau distillée ou désionisée.

Systeme de lavage manuel ou automatique.

Pipettes de précision multi-canaux. Emboute de pipette




Lecteur de microplaques a 96puits. Systéme de lavage manuel ou automatique.

FIGURE23: LES DIFFERENTS MATERIELS UTILISES. PHOTOPERSONNELLE2024.

Préparation des échantillons:

Pour réduire la différence des temps d’incubation entre les échantillons, il est possible de
préparer une microplaque de 96 puits contenant les échantillons a teste et les échantillons

de contrdle, puis de les transfere dans la plaque ELISA avec pipette multicanaux.
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FIGURE24: PREPARATION DES ECHANTILLONS PHOTOPERSONNELLEZ024.

Préparation de la Solution de lavage:

Sinécessaire, ramener la solution de lavage concentrée (20X) a température ambiante(21°C

+/-5°C) et bien agiter pour assurer la dissolution des cristaux.

Préparer la solution de lavage (1X) par dilution de la solution de lavage (20X) dans de I’eau

distillée /désionisée.
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Mode opératoire:

Ramener tous les réactifs a température ambiante (21°C+/-5°C) avant l'emploi et les

homogénéiser par retournement ou au vortex.

Les échantillons sont dilués au 1/500 en Tampon de dilution 14. Dans une pré-plaque

depré- dilution, ajouter

245 pl de Tampon de dilution14 dans chacun despuits.
5 ul du Contréle Négatif dans les cupules Al et B1.

5 pl du Contréle Positif dans les cupules C1 et D1.

5ul d’échantillons a tester dans les cupules restantes
Dans la plaque ELISA, ajouter

90ul de Tampon de dilution14.

10ul des échantillons pré-dilués ci-dessus.
Couvrir la plaque et incuber 30 minutes (+/-3min) a température ambiante(21°C+/-5°C).

Préparer le Conjugué 1X en diluant conjugué concentré10X au 1/10¢m en Tampon de

dilution 3.

Laver 3 fois chaque cupule avec environs 300 pl de solution de lavage 1X. Eviter le des

sechement des cupules entre les lavages.
Distribuer 100 ul de Conjugué anti-poule-HRP 1X dans chaque cupule.
Couvrir la plaque et incuber 30 minutes (+/-3min) a température ambiante (21°C+/-5°C).

Laver 3 fois chaque cupule avec environ 300 pl de solution de lavage 1X Eviter le

dessechement des cupules entre lavages.

Distribuer 100 pl de Solution de révélation dans chaque cupule.

Incuber 15 min (+/-2min) a température ambiante (21°C+/-5°C) a I'obscurité.

Distribuer 100pul de Solution d’arrét dans chaque cupule pour arréter la réaction. Ajouter la

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

Mesurer et enregistrer les densités optiques a 450nm.




Validation:

Le teste est validé si:

La valeur moyenne de densité optique de control est positifs (DOcp) est supérieure a 0.250.
DOcp>0.250
Le rapport entre la moyenne des Contrdles Positifs (DOcp) et la moyenne des Controles

Négatifs (DOcn) est supérieure a 3.

DOcp/DOcn>3

Interprétation

Pour chaque échantillons, calculer le S/P et le titre en anticorps

Calcul du rapportS/P:

S/P=D0échantillon-DOCNDOcp-DOcn

Calcul du titre en anticorps:

Logio(titre)=0.97xlog10(s/p)+3.449titre=10'gtitre)

- Les résultats sont interprétés de la facon suivante (Tableau2):




TABLEAU2:CRITERESDEL INTERPRETATIONDESTITRESD’ ANTICORPSOBTENUSSUR

ELISA.
ValeurdeS/P [Titreen anticorps StatutimmunitaireIBDV
ELISA
S/P<0.3 TITRE<875 Négatif
S/P>0.3 TITRE>875 Positif

Facteurs de risque:

A chaque prélevements, les données zootechniques et sanitaires sont relevées, soit en

interrogeant I’éleveur, soit le vétérinaire chargé du suivi d’élevage, soit par I'observation

directe. Les informations collectées donnent lieu a une fiche signalétique identifiant I’élevage

et une fiche de suivi caractérisant I’évolution de I'état général de I'élevage.

A coté des données précédentes, 1'éleveur indique si la maladie s’est manifestée sur les
bandes en présence ou sur les bandes précédentes. Cet élément est un indicateur de la

pression virale sauvage propre a I’élevage.

Lors de notre enquéte, les parameétres qui sont pris en considération: la région, le climat, la
saison, I'age d’apparition, la densité, la souche, 'hygiene, le protocole de vaccination qui a été

relevé (age de vaccination, type de vaccin et mode d’administration du vaccin).




Analyses statistiques:

Tout d'abord, des statistiques descriptives ont été utilisées pour caractériser les élevages
selon les différents facteurs. Ainsi, des analyses statistiques ont été effectuées avec SAS

(version 9.1.3 ; SAS Institute Inc., Cary, NC).

Avant d'ajuster l'analyse statistique, 1'examen des distributions des titres en anticorps par
l'utilisation de (PROCUNIVARIATE, Shapiro-Wilktest) a indiqué que la plupart d’entre eux ne
pouvaient pas étre considérés comme normalement distribués. Si la variable ne correspond
pas a la distribution normale, des ajustements tels que les transformations logarithmique,

carrée, racine carrée sont des outils possibles.

Le titre en anticorps de chaque maladie a travers le temps a été analysé en ajustant un
modele linéaire général mixte utilisant la procédure MIXTE du SAS pour évaluer la

séropositivité entre le premier et le second prélévement de sérum.

Ensuite, 1'effet de la probabilité de la séropositivité a été évalué a l'aide de modeéles
multivariables a effets mixtes (PROCGENMOD),en utilisant une distribution normale et des

fonctions de liaison logarithmique, et les élevages comme un effet aléatoire.

Etude histopathologique:

Introduction:

Le service anatomo-pathologique (Anapathensv) joue un role essentiel dans le diagnostic, le

pronostic et le suivie des tumeurs et d’autres états pathologique.

Ainsi le laboratoire histopathologie (histo-path) a pour vocation de préparer ,d’étudié et
suivie les tissus sains et pathologique animales sur lame de ver reporte objet pour un examen

microscopique destinée au diagnostic, la recherche et I'enseignement pédagogique.

Intérét de ce chapitre est de fournir a nos stagiaires les étapes méthodiques pratique

adéquate d’'un circuit de prise en charge d’'un échantillon tissulaire destinée a un examen

-



Microscopique (histologique), du prélevement jusqu’a la lecture en passant par la fixation,

inclusion, microtomie, coloration, montage et puis la lecture sous microscope.

Prélévement:

Pour l'incisionentranchedesectiononutilisedesinstruments(scalpeletbistouri)bien
tranchant a fin de ne pas écraser ou endommager les tissus et donc éviter la formation

D’artefacts.

FIGURE25:LESDEFIRENTMATERIELSQUIUTILISE.PHOTOPERSONNELLEZ2024.

Les prélevements doivent étre itécketé et rapidement conditionnés dans un agent fixateur

pour éviter le phénomeéne de putréfaction.
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Apres un laps de temps de 06 al2 heures on procede a la découpe et I’entaille

FIGURE2 6:LAFIXATIONDESECHANTIONNSPARLEFORMOLPHOTOPERSONNELLE
2024.

Macroscopiquement des échantillons en morceaux de dimension environs d’un centimeétre
sur une épaisseur d’environs de 05 mm; identifiés d’'un chiffre puis sont placés dans des

cassettes en plastique.
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FIGURE27: LES ETAPES DE LA DECOUPE MACROSCOPIQUEMENT DES ECHANTILLONS
;IDENTIFIES D’UN CHIFFRE PUIS SONT PLACES DANS DES CASSETTES EN PLASTIQUE.

PHOTO PERSONNELLE 2024.

NB : tous les échantillons regu et prélevés sont inscrits dans un registre de laboratoire et

Identifiés.

FIGURE28: LES ECHANTILLONS PRELEVES SONT INSCRITS DANS UN REGISTRE DE

LABORATOIRE. PHOTO PERSONNELLE 2024
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La Fixation:

But: la fixation a pour but de conserver les structures morphologique.

Intérét:

-immobiliser les constituants tissulaires et cellulaires dans un état aussi voisin que possible

du vivant.

-permet la technique d’histologique et les colorations ultérieurement.

Le fixateur utilisé est le formol a 10% E.D (cadire01 volumede formol de commerce+ 09

volumes de 'ED).Appelé encore formol a 04% de formaldéhyde.

La durée de fixation est recommander de 24h a 48h et peut séjours plusieurs jours,mais

dépend aussi de la taille de I’échantillon (biopsie 06 h a 08h ; nerfs 12 a 24h).

La vitesse de pénétration du fixateur dépend de la température (t o°c diminué vitesse

diminué) et du PH.

Vitesse de pénétration de formol=1,2mm/H

Bain d’attente:

pour ne pas maintenir les prélevements longtemps dans un fixateur (surtout le formol) afin
d’éviter toute durcissement ces derniers sont conservés illimité dans un bain d’attente qui est

I’alcool a 70°.

Circulation:

Comporte la déshydratation, éclaircissement (clarifiant), imprégnation a la paraffine,et

I'enrobage (blocage).

Intérét : rend le tissu a un tissu rigide mais il reste intact lors de la manipulation et puisse
étre coupé en tranche fine (de quelques micrometre) avant d’étre colorer et examiné au

microscope.

-



But: arrivée a faire une lecture cellulaire d'un tissu mon selon la technique histologique en

faisant franchir par une source lumineuse a partir d’'un microscope.

Déshydratation:

Permet d’extraire toute I'’eau du tissu, alcool éthylique (éthanol) est agent déshydratant le

plus utilisés.

Il est miscible dans '’eau et dans l'agent clarifiant (éclaircissement exemple toluénexyléne,

benzéne,...ect) et assure une bonne conservation des structures cellulaire.

On commence par des bains d’alcool a [C] faible allant d’A50° a A70° car une forte [C]

d’alcool risque de causer la déformation, la rétraction et le durcissement du tissu.

Le tissu devrait passer par 06 bains d’alcool du moins [C] au fort[C]qui est A 100°qui assure
une bonne déshydratation et permet agent clarifiant de bien pénétrer dans le tissu la durée

de cette étape est environs 05h a

| . ‘ “ \\\|\\:\\\\\“\\\4
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FIGURE29:LES ETAPES DE LA DESHYDRATATION. PHOTOPERSONNELLE2024




NB: une durée de déshydratation mal respecter donne un tissu moins rigide (mou) donc
impossible de les couper car il rétrécisse et se rétracte laissant un trou dans le bloc de

paraffine.

Eclaircissement (clarification):

Permet de remplacer l'agent déshydratant par un produit miscible dans la solution
imprégnation a la paraffine qui est un solvant anhydre (necontientpasd’eau) parmices

solvantsona:

-Xylene: excellent agent a condition nedurepasplusdeO3heures.
-Toluene: peut séjours jusqu’alZheures.

-Benzeéne.

But: le solvant est destiné a chasser alcool par 03 bains successif pendant 2 a 3 heures.

Imprégnation:

C’est la derniere de la circulation proprement dite inclusion a pour but de remplacer le
solvant de I'éclaircissement par la méme solution d’enrobage qui est la paraffine fondue
(liquide)a une tp °c de fusion de la paraffine varie entre 54°c et 58°c dans I’étuve et de bien
remplir toutes les cavités tissulaires, de donner un consistance uniforme et de fournir un

support interne a la coupe. Le tissu séjourne dans 02 bains pendant 12 heures.

Enrobage:

Consiste a préparer un bloc de paraffine dans lequel on introduction une piéece de tissu qui a
subit les étapes de la circulation. L’enrobage permet de fournir au tissu un support externe

pour la coupe au microtome et assurer une meilleure conservation du tissu par la suite.

La confection du bloc de paraffine (enrobage) se fait au moyen de petite cupule (moule) en
innox dans lequel on introduit le tissu au centre du moule, d’pres avoir met une fine couche

de paraffine dans ce dernier.
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FIGURE30:CONFECTIONDUBLOC.PHOTOPERSONNELLE2024

-éviter qu'il ne touche pas aux parois du moule.
-éviter qu'il ne touche pas entre eux. (Le cas ou on a plusieurs tissus dans un méme moule.

-afin éviter toute perte veiller que tous les tissus et recouvrent dans un méme niveau dans le

bloc.
(Le type de tissu et les besoins d’analyse déterminent I'orientation a respecter).

On met une cassette d’enrobage sur I’échantillon dans le moule puis on le recouvre par la

paraffine fondue a I’aide d’un distributeur automatique de paraffine sur la cassette.
Apres refroidissement complet le bloc de paraffine est démoulé.

Le milieu d’enrobage doit le méme que celui qui a servit a imprégnation du tissu.

Microtomie:

But:

Permet obtenir des coupes dont I’épaisseur est de 3 a 5 micrometre et de les mettre sur un

support de verre transparent (lame).

La production des coupes de bonne qualité dépend en grande partie aux étapes de la

préparation du tissu (fixation, circulation et I'enrobage).




Procédure:

-le refroidissement du bloc de paraffine facilite 1a confection des coupes.

-le bloc de paraffine doit étre placé dans le porte objet de fagon a étre paralléle au fil (biseau)

du rasoir.

La coupe proprement dite s’obtient par passage régulier de fragment a couper devant le

rasoir du microtome.

A chaque passage, celui-ci enleve une tranche d’épaisseur donné (sélectionné) soit une coupe

isolé ou bien en séries de la forme de ruban.
-pour ne pas abimer I’échantillon veiller a changer la zone de coupe de rasoir striéouusée.

-Nettoyer régulierement le rasoir apres chaque changement du bloc de paraffine pour éviter

toute contamination d’une coupe a la suivante.

FIGURE32:L.A PRODUCTION DES COUPES. PHOTOPERSONNELLEZ2024
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Etalement:

L’étalement permet de redonner au tissus a forme initiale (sans plis) avant de le récupéré
(péché)sur une lame pour I'examiner au microscope . Le mode d’étalement le plus répondu

est |'étalement sur bien d’eau tiéde.
Bain d’étalement:
Température doit étre environs 10°C sous le point de fusion de la paraffine.

La coupe est chassé I'aide d'une lame préalablement gravée et identifiée (d’'un numéro du

bloc).

FIGURE33: BAIN D’ETALEMENT .PHOTOPERSONNELLE2024.

FIGURE34: LACOUPE EST CHASSEEDANS UNE TEMPERATURE10 C° .PHOTO PERSONNELLE
202
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Coloration:

Un diagnostique histopathologique nous exige de faire une coloration spéciale ou des
réactions histochimique servent a mettre en évidence certaine structure présente dans le

tissu.

Déparaffinage:

Pour éliminer la paraffine support interne.
Xylene 05 min.
XyléneO5min.

FIGURE35:BAIN QUI CONTIENT DU XYLENE. PHOTOPERSONNELLE2024

Hydratations:

Par alcool éthylique tissu déja déshydraté. A 100° 60S.
A90...60S.
A70...60S.

03min(03bains).
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FIGURE36:BAIN QUI CONTIENT DU ALCOOL. PHOTOPERSONNELLE2024.

Coloration:(proprementditevoirprotocole):

Chaque technique de coloration a son mode opératoire bien défini.

FIGURE37: DES BAINS QUI CONTIENT DU COLORENT (HEMALUNEOSINE, HEMATOXYLINE

PHLOXIESAFRAN).PHOTO PERSONNELLE 2024
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Déshydratation:

Sert pour la conservation et le montage Consiste a éliminer toute trace d’eau par un d’alcool
éthylique a[] croissante.
A 70°60s.

A 90° 60s.
A 100°60s.

Eclaircissements (clarification):

sert pour la conservation et montage Consiste a éliminer la trace d’alcool (agent
déshydratant) par un produit miscible a la fois a alcool et a la résine synthétique de montage

non aqueux. Tol 1 (ou Xyléene) 05 min.

Tol2(ou Xyléene) 05min.

FIGURE38:BAIN QUI CONTIENT DU TOLUENE. PHOTOPERSONNELLEZ2024.
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Montages et lecture:

Intérét:

Protection (physique) mécanique de la coupe.

Procédure:

Mettre 1 a 2 gouttes de milieu de montage (résine Eukitt) sur la coupe colorée de la lame
porte objet puis on le recouvre par une lamelle. Afin de ne pas étre géné la lecture parles
bulles d’air veiller a appuyer a I'aide d’'une pince fine sur les bords de la lamelle. Laisser

sécher, faire la lecture.

FIGURE39:MILIEUDEMONTAGE(RESINEEUKITT),PHOTOPERSONNELLE2 024.

FIGURE40:MICROSCOPEOPTIQUE,PHOTOPERSONNELLE2024.
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Résultats:

1. Etude clinique

Signes cliniques : les signes cliniques les plus courants sont les suivants : signes digestifs

(diarrhée blanchatre).

Lésions : Les lésions post-mortem les plus fréquemment observées sont : inflammation de la

bourse de Fabricius, néphrite, pétéchies musculaires, hémorragie du proventricule et de 1’isthme.

Inflammation de la bourse de Fabricius ~ Néphrite Pétechies musculaire

Figure 17 : Signes cliniques et lésions observes.

2. Etude érologique:

Le tableau 02 présente les résultats des titres en anticorps pour d’IBD.

Parmi les 10 élevages, 03 (30%) ont été testés positifs a la maladie de la bursite infectieuse
;commeil ont été montré un faible CV et une différence significative (p<0,0001) dans le titre

en anti corps entre le premier et le deuxieme échantillon (LSM+SE, 1845.00 vs 3856,00 +
287,43 CV (32-48%) .

E



TABLEAU3: ETUDE SEROLOGIQUE

Pathologies [Titresd’anti-corps CV(%) |SE P Seropositivit
é (%)
Moy1 Moy2
IBD 1845.00 (3865.00 |[32-48 ([257.23 <0.0001 (30
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3. Etude histopathologique:

FIGURE41 : COUPE HISTOLOGIQUESD'UNE BOURSE DEFABRICIUS D’'UN

POULET(GROSSISSEMENT*40),(PHOTO PERSONNELLE ,2024)

Interprétation:

- Altération de la structure lymphoide due a l'atteinte des follicules.

Altération de la bourse Fabricius due a la destruction tissulaire.
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Discussion:
L’aviculture constitue un créneau appréciable pour par venir d'une parte l'autosuffisance en

protéines d'origine animale des populations, et d'autre part a génere des revenus aux

éleveurs.

Les résultats de la présente étude: Les élevages échantillonnés sont suspectés d'étre infectés
par des maladies virales telles qu’'IBD, qui exprime des symptomes cliniques et des lésions
typiques avec une morbidité et une mortalité élevées. La vaccination utilisée est un vaccin
vivant pour tous les élevages. Nos résultats d'analyse sérologique montrent que les élevages

échantillonnés présentent une séropositivité de 30% respectivement pour IBD.

Le diagnostic des maladies virales (IBD)basée sur les signes cliniques et nécropsiques
typiques, et présentaient une morbidité et une mortalité élevées avec un taux élevé de titres
d’anticorps. En effet, des épidémies ou des flambées ont été signalées dans les populations
vaccinées malgré le fait que la vaccination est largement appliquée (Alexander, 2003 ; van

Boven et al ; 2008).

Bien que la bonne stratégie de lutte contre la bursite infectieuse (IBD) et son taux de réussite
sur le terrain dépendent de la gestion de 1I'hygiéne, de la pression de I'IBD sur le terrain, du
niveau et de la variation des anticorps IBD d'origine maternelle, ainsi que des souches

vaccinales IBD a utiliser. (Ganiyu Adetunji Adeniran et el, 2019).

le test ELISA ne permette pas la distinction entre les anticorps post-vicinaux et les anticorps
post-infectieux en cas de vaccination avec le vaccin inactivé en tenir compte 1'absence de
signes cliniques, Donc, I'absence ou la présence de signes cliniques et le type de vaccin utilisé
doivent étre pris en compte, sachant qu’au cours de notre expérimentation tous les élevages
choisie ont été vaccinés avec un vaccin vivant qui produit un taux bas des titres d’anticorps

en le comparant avec un passage viral (van den Berg et al, 2000).

Tout les vétérinaires ont au courant de la maladie et travaillent pour I'éradiquer parla

pratiqué de la vaccination, ainsi que par le respect des conditions d'élevage.

La vaccination des oiseaux est un outil majeur pour la prévention et le contréle de la maladie.
En effet, le succes de la vaccination dépend également du choix de la souche vaccinale et du
protocoledevaccination(VandenBergetal,2000).L'administrationduvaccina traversl'eau est le

moyen le plus utilisé dans les élevages, car il est facile, rapide et moins stressant et moins

-



coliteux, mais c'est le moyen le moins efficace car la réponse du systéme immunitaire est
irréguliere et faible , elle est due a la mauvaise substance chimique, la qualité
microbiologique de I'eau en plus de la présence de métaux lourds (fer, Cu...ext) qui inactivent
le virus vaccinal. Ainsi, les lots primo-vaccinés avec le vaccin inactivé sont fortement

protégés, ce qui souligne l'importance de la primo-vaccination (Brigitte et al,1997).

Bien que la prévention de la maladie de I'IBD soit basée sur l'hygiene et la prophylaxie
médicale. A cet effet, il important de souligner qu'aucun vaccin ne Partie expérimentale 71
peut résoudre le probleme de la maladie d'IBD si les précautions d’hygiene requises ne sont
pas prises, telles que le respect des méthodes de nettoyage et de la désinfection des batiments

d’élevage ainsi le vide sanitaire (Orsiet al, 2010).
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Conclusion:

L'enquéte sérologique menée dans cette étude a fourni une importante portée sur les maladies
virales dominantes chez les poulets de chaire a révélé que la séro prévalence d’IBD était de

30.0%.

Les manifestations cliniques et les découvertes post mortem des oiseaux atteints peuvent
aider a diagnostiquer une maladie, mais un diagnostic de laboratoire est nécessaire pour

confirmer la maladie.

D’autre part, les facteurs de risque liés a la sécurité biologique et aux pratiques agricoles
jouent un réle majeur dans la gravité de la maladie que nous avons observée dans les
élevages infectés, si ces facteurs sont atténués, la maladie dans les élevages sera

considérablement réduite.

Il existe d’autres facteurs qui peuvent contribuer a I’exacerbation des infections virales,

cependant, ils peuvent étre réduits en améliorant les conditions d’élevage.

En fin, L’aviculture joue un role socio-économique important dans l'économie des pays en
développement. En revanche, elle se pratique dans des conditions d'élevage trés sommaires,

constituant le lit des infections, ce qui est a l'origine de la faible productivité.

Notamment le secteur de poulet de chair qui est a la fois le plus grand et le plus efficace au

monde ainsi que la plus grande industrie de production de viande.
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