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Résumé

La bronchite infecticuse aviaire (BI) est principalement une infection des voies respiratoires supérieures causée par le virus de la
bronchite infectieuse aviaire (IBV) appartenant a la famille des Coronaviridae. Le présent travail a pour objectif d’évaluer la pré-
valence de I’IBV dans sept différentes régions du Maroc en utilisant la RT-PCR en temps réel, afin de mieux connatitre la situation
épidémiologique de la maladie dans ces régions. L’analyse épidémiologique a montré que I’'IBV a circulé avec une forte prévalence
de 61% entre 2018 et 2019, ainsi, les résultats obtenues ont été valorisées et évaluées par une étude statistique via la version 13
du logiciel SPSS (Statistical Package for the Social Sciences). L’infection a I’'IBV a circulé avec des prévalences distinctes dans
les différentes régions du Maroc, mais cette différence n’était pas statistiquement significative. Un pic de positivité a été mis en
¢évidence dans les régions Beni Mellal-Khenifra, Draa-Tafilalet et Souss-Massa. D’autre part, un taux de vaccination trés élevé
contre la BI (90% des élevages) au Maroc a été constaté.

Mots clés: Bronchite infectieuse aviaire, RT-PCR en temps réel, Prévalence, Maroc
Prevalence of avian infectious bronchitis disease in Morocco between June 2018 and April 2019

Abstract

Avian infectious bronchitis (IB) is mainly an upper respiratory tract infection caused by infectious bronchitis virus (IBV) belong-
ing to the Coronaviridae family. This work aims to assess the prevalence of IBV in different regions of Morocco using real-time
RT-PCR, in order to better understand the epidemiological situation of the disease in these regions. Epidemiological analyses have
shown that the IBV circulates with a high prevalence of 61% between 2018 and 2019, thus, the results obtained were valued and
evaluated by a statistical study using the SPSS version 13 (Statistical Package for the Social Sciences). IB circulated with distinct
prevalence’s in the different regions of Morocco, but this difference was not statistically significant. A peak of positivity was found
in the Beni Mellal-Khenifra, Draa-Tafilalet, and Souss-Massa regions. On the other hand, a very high vaccination rate against IB

(90% of farms) in Morocco has been observed.
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INTRODUCTION

La bronchite infectieuse (BI) est I’'une des maladies virales
les plus contagieuses, qui fait partie des pathologies
majeures rencontrées chez les poulets et les plus économi-
quement importantes dans les élevages industriels, non seu-
lement au Maroc, mais dans le monde entier. Cette infection
cause des problémes respiratoires, rénaux et reproducteurs
entrainant des pertes économiques importantes pour les
¢éleveurs autant chez le poulet de chair que chez lapoule pon-
deuse etreproductrice. Elle est associ¢e a des mortalités, des
retards de croissance, des taux de saisie élevés a I’abattoir et
une diminution de la ponte (Cook et al., 2012). Le virus de
la bronchite infectieuse aviaire (IBV) est ’agent causal de
cette maladie, il appartient a la famille des Coronaviridae,
genre Gammacoronavirus (ICTV 2009).

L’IBV est un virus a ARN, enveloppé, simple brin, de
polarité positive et possédant une longueur de 27,6 kilo
base (Lai et Cavanagh, 1997). 1l contient des protéines non
structurales et quatre protéines structurales: une nucléo-
capside entourant I’ARN viral (N), une glycoprotéine
transmembranaire (M), une petite protéine d’enveloppe
(E) et une glycoprotéine de surface (S) clivée en deux sous
unités, S1 et S2. Ces protéines jouent ensemble différents
roles dans I’attachement viral, la réplication et I’induction
des maladies cliniques (Boursnell et al., 1987). La protéine
M est la plus abondante, elle joue un role essentiel dans
I’assemblage des coronavirus en interagissant avec les deux
protéines S et N (De Haan et al., 2000; Hsu et al., 2013).

La Bl a été décrite pour la premiére fois en 1931 par Schalk
et Hawn, au Dakota du Nord aux Etats-Unis d’ Amérique,
comme une nouvelle maladie respiratoire des poussins
(Shalck et Hawn, 1931). La nature de I’agent infectieux
n’a pas été déterminée a ce moment-la. Deux ans plus tard,
Bushnell et Brandly ont déclaré une maladie essentielle-
ment identique a la maladie de la bronchite infectieuse. Ils
I’ont considéré comme une forme de la laryngotrachéite
infecticuse (Bushnell et Brandly, 1933). Néanmoins, apres
quelques années, Beach et Schalm ont permis de faire le
diagnostic différentiel entre ces deux virus par des études
d’immunité croisée chez le poulet, et ils ont réalisé¢ la
premiére description du virus (Beach et Schalm, 1936).
Ensuite, Beaudette et Hudson ont cultivé I’'IBV sur des
ceufs embryonnés inoculés par voie chorioallantoidienne
(Beaudette et Hudson, 1937). En 1939, le virus a été rap-
porté & Rhode Island chez les poules pondeuses. Il était
associé a des pertes importantes dans la production d’ceufs
(Delaplane et Stuart, 1939).

La maladie de la BI sévit d’une manic¢re endémique a
I’échelle mondiale (Jackwood, 2012). Par ailleurs, depuis
sapremiére apparition au début des années 1930, lamaladie
a été rapportée dans tous les pays ayant une industrie avi-
cole intensive. Par la suite, elle a été déclarée en Asie durant
les années 1940 (sérotype Massachusetts), aux Etats-Unis
en 1950 (plusieurs sérotypes ont été identifiés en plus du
sérotype Massachussetts). En Afrique du Nord, I'IBV a été
I’objet, avec d’autres virus classiques et émergentes, de
plusieurs études faites en Tunisie, en Egypte et au Maroc
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(De Wit et al., 2011). Une forte prévalence (26%) d’IBV
a également été révélée en Afrique de I’Ouest (Ducatez et
al., 2009).

Au Maroc, le virus de la bronchite infectieuse aviaire
sérotype Massachusetts (Mass), ainsi qu’un sérotype
nommé «Moroccan G» ont été isolés et caractérisés pour
la premiére fois en 1985 par les travaux de ElHouadfi et
al., (1986). A la fin des années 90, Alarabi et El bouqdaoui
ont mené des études en paralléle, concernant les 1ésions né-
phropathologiques associées a des difficultés respiratoires,
observées dans les élevages de poulets de chair au Maroc
entre 1996 et 2000. Trois groupes différents de souches
d’IBV ont ét¢ identifiés a I’aide d’une RT-PCR couplée a
un polymorphisme de longueur de fragment de restriction
(RFLP) (Alarabi, 2004; El bouqdaoui et al., 2005). Entre
2011 et2015,une étude réalisée par Fellahi ez al. ont montré
que les génotypes d’IBV les plus fréquemment détectés
¢taient les génotypes Mass, Italy 02 et 4/91. Et pour la
premicre fois en Afrique et au Maroc, le génotype Italy 02 a
été détecté en 2010 et sa fréquence semble avoir augmenté
pour devenir le génotype le plus commun en 2014. Le
génotype Mass était prédominant avec une prévalence de
66% (Fellahi et al.,2015). Belkasmi et al. ont poursuivi par
1”¢étude de I’efficacité de vaccins commercialisés au Maroc
contre la souche Italy 02 nouvellement détectée dans les
¢levages Marocains. Cette ¢tude a montré que la vaccina-
tion au premier jour par un vaccin type Massachussetts
avec un rappel avec la souche 793B donne une meilleure
protection contre le type Italy 02 (Belkasmi et al., 2017).

Depuis 2018, plusieurs cas cliniques de BI ont été identifiés
dans les élevages de poulet de chair dans différentes régions
du pays, malgré la vaccination avec H120 et 793B. C’est
ainsi que cette étude épidémiologique a deux objectifs: pre-
mierement, définir un profil épidémiologique de I'IBV par la
réalisation des enquétes orientées spacio-temporelles entre
2018 et 2019; deuxiemement, étudier la répartition de I'IBV
dans les différentes régions du Maroc et évaluer finalement
les associations entre les cas cliniques positifs et vaccination.

MATERIEL ET METHODES

Choix des élevages

Cette étude a concerné 88 prélévements soit sous forme des
organes (trachée, poumons) ou des écouvillons trachéaux,
provenant de 71 élevages représentant 7 régions du Maroc
a savoir: Fés-Meknés, Rabat-Salé-Kenitra, Casablanca-
Settat, Draa-Tafilalet, Béni Mellal-Khenifra, Souss-Massa,
et larégion de I’Oriental. Ces élevages ont été ciblés: notre
¢chantillonnage s’est basé sur des oiseaux suspects d’étre
infectés par le virus de la BI, agés de plus de trois semaines
et présentant des signes cliniques rappelantla maladie, a
savoir, des symptomes respiratoires (rales, éternuements),
associés a une diminution de la consommation alimentaire
et a une baisse de la production. 96% des élevages étaient
de poulet de chair, 3% de dinde de chair, et seulement 1%
d’élevages de reproducteur poulet de chair.

Détection moléculaire de I’'IBV
Extraction du matériel génétique

L’extraction de I’ARN viral de I’IBV a été faite en utilisant
lekitMacherey Nagel (Duren, Allemagne, N°740956.250).
Elle consiste en une série d’étapes qui commencent par une
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dénaturation et lyse cellulaire, suivie par la précipitation
des acides nucléiques, une série de lavages et se termine
parl’¢lution de I’ARN extrait.

Transcription inverse et Amplification de I’ARN viral

L’ARN extrait a été amplifi¢ par RT-PCR en temps réel
qui a été réalisée dans un thermocycleur «7500 Fast Real-
time PCR system» (Applied Biosystems), en utilisant des
amorces et une sonde situées dans la région non traduite
du génome de la souche de référence du virus de la bron-
chite infectieuse IBV M41, dessinées par (Callison et al.,
2006): L’amorce IBV5GU391 (5-GCT TTT GAG GAG
CCT AGC AGC GTT-3) située aux positions nucléoti-
diques 391-408 de la séquence du génome de la souche
de référence IBV M41 (Numéro d’accession GenBank
AY851295) ;IBV5GLS533 (5-GCC ATG ATG TTG TTG
TCA CTG TCT ATT G-3) située aux positions nucléoti-
diques 533-512 et une sonde Tagman® a double marquage
IBV5G (5-FAM-CAC CAC CAG CAG AAC CTG TCA
CCT C-BHQ1-3) située aux positions nucléotidiques 494-
473 de la séquence du génome de la souche de référence
IBV M41.

La réaction d’amplification a été réalisée avec le kit Bio-
lineSensifast (Life Science Company), elle a été réalisée
dans un volume réactionnel final de 20 pl par échantillon
comprenant 10 pl de 2x RT-PCR Buffer, 0,4 pl de chaque
amorce (sens et anti-sens a 10 uM), 10 pl de la sonde Taq-
man (10 uM), 4,5 ul d’eau. Finalement, 0,2 pul de I’enzyme
RT et 0,4 ul du RNA inhibiteur ont été ajoutés.

Le protocole d’amplification utilisé est comme suit:
une incubation de 20 min a 45°C pour I’activation de la
Reverse-Transcriptase, et 95°C pendant 5 min pour sa
désactivation. Ensuite une amplification de 40 cycles avec
les paramétres suivants : une dénaturation a 94°C pendant
2s, suivie d’une hybridation de 58°C pendant 45s, et une
¢longation finale de 2 minutes a 72°C.

Analyses statistiques

Les statistiques décrivant la corrélation entre la positivité
des prélévements par RT-PCR en temps réel et les différents
facteurs (régions et statut vaccinal) ont été calculées pour
chaque variable. Un test non paramétrique (test de Khi-
deux) a été utilisé pour calculer la corrélation entre la dis-
tribution des fréquences IBV dans différentes régions et le
statut de vaccination. La différence a été considérée comme
significative au risque d’erreur de 5 p. 100. Les calculs
statistiques ont été effectués en utilisant le logiciel SPSS
version 13 (Statistical Package for theSocial Sciences).

RESULTATS ET DISCUSSION

Prévalence de ’infection au Maroc

Nous avons utilisé les amorces et le protocole de la RT-PCR en
temps réel décrits par Callisson et al. (2006) pour la détection
des échantillons positifs. Le choix de cette technique par rap-
port a la RT-PCR conventionnelle était basé sur sa sensibilité.
Par ailleurs, elle a un seuil de détection approximatif de 10
copies du génome viral recherché dans 1’échantillon, tel qu’il
a été décrit par Poitras et Houde (2002).

Dans cette étude, tous les prélévements ont été analysés
par RT-PCR en temps réel, en vue de la détection de I'IBV.
L’enquéte épidémiologique a montré une prévalence glo-
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bale de I’infection a I’'IBV de 61% et 43 sur 71 élevages, se
sont révélés positifs, avec des valeurs de Ct allant de 9,96
a34,04. Les prélevements étudiés ici étaient issus de pou-
lets suspects d’étre infectés par IBV, avec signes cliniques
respiratoires, mortalité et détérioration des performances
zootechniques (diminution de la consommation et de la
production), comme cela a été rapporté dans la littérature
(Ignjatovic et al., 2003; Ignjatovic et al., 2002; Ziegler et
al., 2002). Notre prévalence corrobore plusieurs études
dans la littérature. En effet,une étude menée en Europe de
’ouest par Worthington, ef al. (2009) a montré la circu-
lation de I’IBV avec une prévalence de 59%. Au Maroc,
Drissi et al ont rapporté entre 2012 et 2013 une préva-
lence de 63% dans des élevages de poulet de chair (Drissi
TouzaniWalali, 2013). Ensuite Fellahi et al. (2015), ont
trouvé une prévalence nationale de 57% chez les élevages
de poulets de différents types de production. Entre 2015 et
2018, une prévalence de 47% a été observée (Belkasmi et
al., 2019). Il est logique que la prévalence que nous avons
observée soit similaire a celles observées précédemment
au Maroc lors de campagnes de surveillance passive éga-
lement (animaux présentant des signes cliniques), et plus
¢levée que celle observée en 2006-2008 lors de campagnes
de surveillance active (échantillonnage d’oiseaux a la fois
sains et présentant des signes cliniques) en Afrique de
I’Ouest par exemple (Ducatez et al., 2009).

Prévalence de I’infection par région

En calculant le nombre d’élevages positifs a I’IBV par
rapport aux négatifs dans chaque région, une distribution
différente de cette pathologie entre les 7 régions étudiées
a été constatée (Figures 1 et 2). Cette différence n’était pas
statistiquement significative comme il a été rapporté dans
1I’étude faite par Fellahi et al. (2015), et qui a révélé une
présence de I’IBV dans toutes les régions du Maroc (Fellahi
et al., 2015). Au contraire dans I’étude faite par Belkasmi
et al. entre 2015 et 2018, aucune diversité n’a été observée
dans la distribution géographique (Belkasmi et al., 2019).
A travers notre analyse, nous avons vérifié ’hypothése de
I’indépendance des cas positifs dans les différentes régions
étudiées en utilisant le test de khi-deux. La maladie de 1a BI
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a été rapportée avec une prévalence forte de 100% dans les
3 régions de BeniMellal-Khenifra, Draa-Tafilalet, et Souss-
Massa, suivies par la région de Casablanca-Settat avec une
positivité de 80%. Quant aux régions de Fes-Meknes et de
Rabat-Salé-Kénitra, IBV était présent dans 56% et 50% des
prélévements, respectivement. Finalement, la prévalence
n’a atteint que 25% dans la région de I’Oriental.

Statut vaccinal

Parmi les 71 élevages étudiés, 64 avaient été vaccinés
contre le virus de la BI, soit 90% des élevages testés.
56,25% de ces derniers ont été révélés positifs a I’infection
al’IBYV, alors que 100% des élevages non vaccinés ont été
positifs (Figure 3). Cela peut étre attribué aux co-infections
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Figure 2: Distribution du virus de la bronchite infectieuse
aviaire étudié sur la carte géographique du Maroc pour
cette étude
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Figure 1: Prévalence de la maladie de la bronchite infectieuse aviaire distribuée selon les régions du Maroc
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d’IBV avec d’autres agents pathogenes ce qui augmente
la probabilité d’une manifestation clinique méme en pré-
sence de vaccination. Ainsi, le fait que les poulets de chair
n’avaient pas de rappel de vaccination contre la Bl et avec
une seul valence (Mass), ce qui est insuffisant pour leur
protection contre le virus, constitue un facteur possible
favorisant I’infection (Belkasmi et al., 2017). De plus, la
réponse immunitaire des oiseaux vaccinés n’est jamais
uniforme au sein d’un troupeau. Cette hétérogénéité de
réponse des poussins vaccinés s’explique notamment par la
souche des oiseaux, mais aussi par la variabilité¢ génétique
propre a chaque animal (Cavanagh, 2007).

Al’exception de la région de Souss-Massa, dans laquelle le
taux de positivité au virus a atteint les 100%, d’ou I’impor-
tance de la vaccination, toutes les régions étudiées réalisent
des protocoles vaccinaux distincts contre 1a Bl : 24 élevages

120%
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vaccinent a J1, 34 élevages vaccinent a J3, 6 élevages a J5
et 7 élevages ne vaccinent pas contre la maladie. Ainsi le
taux de positivité, ou la prévalence de la maladie, différent
selon le protocole vaccinal de telle fagon qu’on trouve 57%
des élevages positifs au niveau du groupe vacciné a J1,
61% dans le groupe des élevages vaccinés a J3, et 50% au
niveau des élevages vaccinés aJ5 (Figure 4). Belkasmi ez al.
(2017) ont montré que la vaccination au premier jour avec
la souche Mass ne protége pas contre I’infection a 'IBV.
Cet échec vaccinal peut étre ainsi expliqué par le passage
d’un virus sauvage différent du virus vaccinal, et puisque
les prélévements traités appartiennent a des poulets agés de
plus de 3 semaines, ’hypothése de la persistance du virus
vaccinal est écartée, étant donné que ce dernier ne persiste
que jusqu’a 15 jours d’age dans les tissus comme il a été
rapporté dans I’étude faite par El Houadfi et al. (1986).

B positifs W négatifs

100%

80%

60%

40% -

20% -

0% -

vaccinés

non vaccinés

Figure 3: Prévalence de la maladie de la bronchite infectieuse chez les élevages vaccinés et non vaccinés
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CONCLUSION

Depuis sa premiere détection au Maroc, au début des
années 1980, la maladie de la bronchite infectieuse a causé,
et cause toujours, des pertes économiques importantes pour
le secteur avicole. Malgré un taux de vaccination fort au
Maroc (90%), le virus de la BI circule d’une maniére endé-
mique au niveau des élevages vaccinés, et non vaccinés,
avec une prévalence importante de plus de 60%. Toutes
ces données nous poussent a mener des recherches pour
caractériser les génotypes de la BI en circulation afin de
suivre les dérives génétiques et antigéniques et de fournir
des informations nécessaires a la sélection des souches
vaccinales.
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