Rev. Mar. Sci. Agron. Vét. 9(3) (Septembre 2021) 377-382 377

Enquéte sérologique et moléculaire sur la fréquence de
Mpycoplasma synoviae dans les élevages de reproducteurs,
de dinde et de poules pondeuses

M. MOUAHID!
(Regu le 23/03/2021; Accepté le 27/03/2021)

Résumé

Les manifestations des infections & Mycoplasma synoviae représentent dans la pratique de la médecine aviaire, des motifs de
consultation de plus en plus croissants ces derni¢res années. Leurs conséquences multiples notamment les ceufs de consomma-
tion a «apex en verre» chez la poule pondeuse, les arthrites et les ampoules du bréchet chez la dinde sont d’autant de pathologies
économiquement coliteuses a travers les pertes directes et/ou des saisies au niveau des abattoirs. Le présent travail rapporte les
statistiques des contrdles sérologiques réalisés sur les reproducteurs dinde et chair, la dinde chair, la poule pondeuse au moyen
des tests ARL (24370 sérums), Elisa (2873) et par la PCR en temps réelle (3377 pools de 3 écouvillons) de 2017 a Juin 2020
provenant de différentes régions du Maroc. Les résultats montrent un léger recul des positivités comparés aux études précédentes,
néanmoins les pourcentages d’infections restent a des taux élevés de 33,0 % chez les reproducteurs chair, 61,2 % chez la dinde
chair et 57,9% chez la poule pondeuse.

Mots clés: Mycoplasma synoviae, dinde, pondeuse, RT-PCR, ampoule du bréchet, ceufs a apex en verre, ELISA, ARL

Serological and molecular survey on the frequency of Mycoplasma synoviae in breeding
stock, turkey and laying hens

Abstract

Mpycoplasma synoviae infection is becoming one of the main reasons for consultations in avian pathology practice. The multiple
consequences, in particular, of the so-called “Egg shell apex abnormalities syndrome” in layers, arthritis and breast blisters in tur-
keys, constitute a heavy economic burden through direct losses and/or condemnations at slaughter. This work reports figures of a
serological monitoring carried out on turkey and broiler breeders, broiler turkeys, and laying hens by rapid plate agglutination test
(24370 sera), Elisa (2873) and real-time PCR (3377 pools of 3 swabs each). Sera and swabs were collected from poultry farms of
different regions of Morocco during the period of 2017 to June 2020. The results showed a slight decline in positivity compared
to previous investigations, however the percentage of seropositive birds to Mycoplasma synoviae infection remain at high rates as

high as 33.0% in broiler breeders, 61.2% in broiler turkeys and 57.9% in laying hens.
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INTRODUCTION

Jadis considéré comme une infection mineure dont les
symptomes et 1ésions spécifiques était difficiles a cerner,
la mycoplasmose a Mycoplasma synoviae est devenue au
fur et a mesure de I’intensification des pratiques d’élevage
une dominante pathologique majeure dont 1I’expression est
variable selon I’espéce concernée et trés coliteuse dans tous
les cas (Kempf, 1997).

Dans son expression la plus sévére chez le poulet de chair,
elle peut s’exprimer sous forme respiratoire (Kleven et al.,
1972) ou sous forme de synovite et arthropathies amyloi-
dienne (Landman et al., 2001). Chez la dinde, sa forme
grave est sans doute les arthrites purulentes (Kang et al.,
2001) souvent récidivantes et compliquées par I’ampoule
du bréchet ou bursite qui constitue un motif de saisie
important dans les abattoirs (Ferguson-Noel et Noormo-
hammadi, 2013). Par ailleurs, depuis le début des années
2010, une forme nouvelle d’expression de M. synoviae
chez la poule pondeuse est apparue d’abord en Hollande
(Feberwee et Landman, 2008) puis en Italie (Catania et al.,
2010). Décrits comme des ceufs a apex en verre, les ceufs
issus des poules touchées ont un apex en rondelle rugueuse,
décolorés tres fragiles, félés et prompts a la casse lors du
transport. Parallélement, de plus en plus de cas d’associa-
tion de pathogénes impliquant M. synoviae sont rapportés,
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en I’occurrence le syndrome des péritonites et des ovarites
des pondeuses (Raviv et al., 2007), les arthrites résultant
de la synergie entre M. synoviae et le virus de la bronchite
infectieuse (Landman et Feberwee, 2004).

Les reproducteurs n’expriment que rarement la pathologie
de facon spécifique lors de perturbation de I’éclosion.
Cependant, vu la transmission verticale du germe, le
controle et lamaitrise de cette infection au niveau de 1’ étage
reproducteurs est capitale pour tout le reste de la filiére
(Jordan et al., 1975).

L’agglutination rapide sur lame (ARL) a été le premier test
sérologique mis en place pour le dépistage des infections
a M.s. (Olson et al.,, 1963). 1l a I’avantage d’étre précoce
dans la détection des anticorps mais peut manquer de
spécificité dans certains cas (Ewing et al., 1996). Le test
ARL garde cependant I’avantage de la rapidité et de la
simplicité par rapport a la culture bactérienne, fastidieuse
mais néanmoins utile lorsqu’il s’agit de faire des antibio-
grammes ou de déterminer les CMI (concentration mini-
males inhibitrice) lors de la mise en place de programmes
de prophylaxie médicale.

Parallélement, le test ELISA est de plus en plus utilisé a
cause de sa sensibilité. Lorsqu’il est combiné a I’ARL, il
permettait d’apporter une aide précieuse dans le dépistage
des infections des mycoplasmes avant I’avénement de la
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PCR, ensuite de la RT-PCR qui constitue actuellement
1’outil de choix pour le diagnostic et la gestion des foyers
grace a la quantification simultanée de la charge micro-
bienne (Feberwee et al., 2005).

Dans la pratique de I’¢levage industriel, le recours a ces
différents tests comme outils de dépistage et de diagnostic
se fait selon plusieurs critéres dont certains sont inhérents
aux élevages/éleveurs (technicité, degré de qualification,
enjeux €économiques et commerciaux), et d’autres inhé-
rents a latechnique d’analyse elle-méme (cofit, sensibilités,
rapidité...). Ainsi, I’étage des reproducteurs dinde, chair et
ponte fera appel le plus souvent a la RT-PCR mais aussi a
I’ELISA a I’occasion des contrdles sérologiques. Celle de
la poule pondeuse d'oeufs de consommation est portée sur
le test ARL pour le dépistage, mais aussi sur la RT-PCR
pour décider de la mise en place d’un plan de prophylaxie
assez colteux en cas d’infection. La dinde chair faitappel le
plussouventautest ELISAetalaRT-PCR vulanécessité de
confirmation urgente du diagnostic; le pronostic de la prise
en charge d’une infection articulaire dépend beaucoup de
la précocité du diagnostic. D’autre part, il a été¢ démontré
que les résultats des tests ARL chez la dinde sont souvent
mitigés (Ghazikhanian et al., 1973; Rhoades, 1975).

Ce travail rapporte une synthése de la fréquence des
contaminations par M. synoviae dans des élevages avicoles
intensifs répartis dans les principales régions du Maroc et
ce de 2017 a Juin 2020. 11 vient jalonner I’historique et
I’évolution des infections a M. synoviae décrits par les tra-
vaux précédents (Nassik et al., 2013, Nassik et al., 2014a;
Nassik et al., 2014b; Nassik et al., 2015) qui étaient axés
sur les élevages reproducteurs essentiellement et par consé-
quent le compléter puisque la présente étude relate aussi
de la situation dans les élevages de reproducteurs dindes,
des dindes chair, poulet de chair et des poules pondeuses.
Dans notre étude, les échantillons testés proviennent de cas
de consultations pour diagnostic et/ou de programmes de
controle établis dans les élevages. L’aspect clinique de ces
infections est illustré et discuté selon la gravité par espece.

MATERIEL ET METHODES

Les échantillons testés vis-a-vis de M. synoviae pro-
viennent soit de prélévements réalisés dans le cadre de
plans de surveillance établis au sein des élevages soit sou-
mis pour analyse suite a une suspicion apres constats de
symptomes évocateurs sur les animaux. L’ étude a porté sur
les principales espéces aviaires de la production intensive
durant les années 2017 a Juin 2020.

Les tests réalisés étaient I’agglutination rapide sur lame, le
test ELISA et la RT-PCR. Ils ont concerné 24370 sérums
pour le test ARL, 2873 sérums pour I’ELISA et 3377 pools
de 3 écouvillons par la PCR en temps réel.

Agglutination rapide sur lame

Apres leur réception, les sérums sont décomplémentés a
56°C pendant 30 min et sont testés en pur puis dilués a
1/16 pour écarter les risques de faux positifs (Olson et al.,
1963, Glisson et al., 1984). Apres, mélange du sérum et de
I’antigéne coloré, la lecture de I’intensité de I’agglutination
est lue selon les prescriptions du fournisseur (MS RPA-test,
Soleil, France).

Mouahid: Mycoplasma synoviae dans les élevages avicoles

Tableau 1: Répartition des sérums testés par ARL M.
synoviae par espeéce et par année

Repro- . Repro-
Année | ducteurs Dm(.le ducteurs Poules
. chair . pondeuses
dinde chair
2017 534 60 2378 2693
2018 2931 60 2496 2441
2019 460 75 3434 2615
2020 1057 35 1062 2039
ELISA

Les tests réalisés sur les sérums provenant des reproduc-
teurs chair, du poulet de chair et de la poule pondeuse ont
étés testés sur des kit IDEXX (Hoofddorp, The Nether-
lands), selon les recommandations du fabricant, La lecture
de I’absorbance (longueur d’onde 6500 nm) a été réalisée
sur un lecteur ELISA (Tecan SLT Spectra,, Swizerland).

Par contre ceux provenant de la dinde reproductrice et chair
ont été testés sur des kits spécifiques de Synbiotics (Pro-
flock, Zoetis, USA), la lecture de 1’absorbance ( longueur
d’onde 405 nm) a été réalisée sur un lecteur Elisa Tecan
(Sunrise SLT-Spectra, Switzerland).

Tableau 2: Répartition des écouvillons testés par
ELISA M. synoviae selon I’espéce et I’année

Repro- . Repro-
Année duc{)eurs Dmt-ie duc{)eurs Poules
dinde chair chair pondeuse
2017 689 80 875 199
2018 249 57 70 60
2019 0 15 220 0
2020 0 53 175 131

RT-PCR sur échantillons trachéaux

Les écouvillons trachéaux ont représenté la majeure partie
des échantillons testés pour la présence du M. synoviae.
Les ¢échantillons sont traités par pools de trois écouvillons
apres extraction de I’ADN selon les recommandations du
fournisseur (Kylt, AniCon Labor GmbH, Hoeltinghausen,
RFA). D’amplification a été réalisée sur un thermocycleur
Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time (Life Technolo-
gy, Massachusetts, USA). Le programme d’amplification
comprend les phases suivantes : une phase d’activation de
la polymérase de 10 minutes a 95°C, suivie d’une phase de
42 cycles comprenant a son tour la phase de dénaturation
(15 secondes a 95°C), et I’extension/hybridation (1 minute
a 60°C). la détection de la fluorescence est réalisée au
moyen du FAM et le HEX pour le contrdle interne.

Tableau 3: Répartition des sérums testés par RT-PCR
M. synoviae selon I’espéce et I’année

Repro- . Repro-
Année du.clieur 131111:11: ducl:e.!ur p01:1(:il:=,l§se
dinde chair
2017 273 53 593 61
2018 272 79 681 57
2019 242 41 381 89
2020 132 06 356 35
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RESULTATS

Reproducteurs dinde

Les résultats des sérologies ARL réalisées (Tableau. 4)
montrent une positivité assez élevée mais irrégulicre.
Celle-ci varie de 29,5 % (2017) a 13 % (2020) alors qu’elle
ne dépasse pas les 2 % en 2018 et 2019. Par contre ces
valeurs étaient peu élevées pour ’ELISA, enregistrant
respectivement 13,3 et 7,63 % pour 2017 et 2018 (Tableau.
5). Les PCR en temps réel montrent par contre des seuils de
positivités élevés sur les 4 années (Tableau 6) allant de 8,3
a 35,2 % avec une moyenne de 20,3 % sur quatre années.
Les données combinées des RT-PCR étalées sur les quatre
années et fractionnées selon les intervalles d’age réveélent
une positivité progressive en fonction de 1’age allant de 0
a 34 % vers 60 semaines d’age (Figure 1).

Dinde chair

Les valeurs de positivité obtenues en sérologie ELISA
et RT-PCR sont plus élevées que celles de I’ARL et sont
variables selon les années (Tableaux 4, 5 et 6). Cependant
,les valeurs de la RT-PCR sont trés élevées et varient de
43,9 a 61,2 % avec une moyenne sur les quatre années
de 61,2% mais finissent tous par devenir positifs en fin
d’engraissement.

Figure 2: Arthrite purulente au niveau de l'aile

Figure 3: Arthrite purulente sur dindonneau de 13 jours due
a M. synoviae
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Figure 4: Evolution de la positivité ARL MS de 2017-2020
par espéce

Tableau 4: Fréquence de positivité des tests ARL vis-
a-vis de M. synoviae

Repro- . Repro-
Années | ducteurs Dln(-le ducteurs Poules
dinde chair chair pondeuses
2017 29,5% 0% 9,3% 4,8%
2018 1% 0% 8,8% 8,15%
2019 1.9% 0% 10% 5,58%
2020 13% 42% 18,6% 5,8%

Reproducteurs chair

Les résultats des ARL réalisées sur la reproductrice chair
sont relativement peu élevés et varient entre 8,8 et 18,6%,
par contre ces valeurs sont plus élevées en ELISA et varient
de 19270 % selon les années (Tableau 5). Ces valeurs sont
moins élevées que celles trouvés par Nassik et al., (2013)
puisque les tests étaient positifs du premier jour jusqu’a
56 semaines. Cependant, les positivités sont plus élevées
par RT-PCR puisque les valeurs varient de 18,3 (2017) a
62,9 % en 2019. Lamoyenne de I’ infection révélée par RT-
PCR sur les quatre années est de 61,2 %. Cette valeur est
légerement plus faible que celles trouvées précédemment
(Nassik et al., 2013).

Tableau 5: Résultats des tests ELISA M. Synoviae
exprimés en % de sérums positifs

Repro- Dinde | Repro- Poules
ducteurs chair ducteurs ondeuses
dinde chair p u
2017 13,3 1,25 19,0 48,2
2018 7,63 473 25,7 11,2
2019 NF 100 70 NF
2020 NF 1,8 41,7 50,0

Poules pondeuses

Le recours régulier aux analyses pour cette spéculation
explique le nombre ¢levé des échantillons examinés. Les
résultats de positivités sont faibles pour I’ARL (4,8 a 8,15
%), irréguliers pour le test ELISA 11,2 % en 2018 mais 48,2
et 50 % pour les années 2017 et 2020 respectivement. En
revanche, les positivités sont tres élevées en RT-PCR pour
les 4 années et varient de 42.8 a 88,5 % avec une moyenne
de 57,9 % (Tableau 6).
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Figure 5: Evolution de la positivité ELISA MS de 2017-2020
par espéce

Photos 1 a 3: (Eufs dits a apex en verre du a M. synoviae
Présence d’opercule rugueux et fragile

Tableau 6: Résultats des test RT-PCR M. synoviae
exprimés en % de prélévements positifs

Repro- Dinde | Repro- Poules
du?teurs chair ducte}l rs pondeuses
dinde chair
2017 16,4 50,0 18,3 88,5
2018 35,2 51,0 27,1 49,1
2019 22,3 439 62,9 51,6
2020 8,3 100,0 24.4 42.8
Moyenne 20,3 61,2 33,0 57,9

Mouahid: Mycoplasma synoviae dans les élevages avicoles
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Figure 6: Evolution de la positivité MS par RT-PCR 2017-
2020 par espéce
DISCUSSION

Les valeurs de positivités trouvées sur les échantillons exa-
minés sont élevées et restent inquiétantes malgré la baisse
des taux comparés a ceux trouvés précédemment sur des
troupeaux de reproducteurs chair (Nassik et al., 2013) ou les
lots devenaient a 100 % positifs a I’infection par M. synoviae
en fin de carriere. Cette baisse peut €tre expliquée par I’ effort
consenti par les accouveurs et leurs vétérinaires encadrants et
le controle exercé pour le respect des textes réglementaires.
Cependant, ces résultats dénotent d’une non-conformité
vis—a-vis de la réglementation en vigueur. Il importe donc
d’augmenter d’avantage la vigilance et d’améliorer la bio-
sécurité a travers des mesures appropriées et une approche
de surveillance incluant une procédure standardisée et des
analyses a réaliser selon les normes en vigueur.

Cependant, il faut relever la rupture totale de cette démarche
au niveau des ¢élevages de poulet de chair puisque nous ne
disposons que d’informations disparates sur la situation
des infections a M. synovie qu’elles soient verticales ou
horizontales. En effet, seuls quelques dizaines de sérums
et un faible nombre de demandes d’analyses RT-PCR nous
ont étés soumises pour des besoins de diagnostic sur du
poulet de chair durant quatre d’années (Données non pré-
sentées). A cela, on peut avancer certainement le cotit des
analyses mais aussi la technicité des éleveurs et la capacité
trés éclatée des élevages qui ne permet pas le retour sur
investissement.

L’impact de la maitrise des infections a M. synoviae dans
les élevages chair est capital en raison de son interférence
dans I’exacerbation des autres pathologies en 1’occurrence
la Maladie de Newcastle, la Bronchite infectieuse et la
maladie de Gumboro (Springer ef al., 1974, Giambrone et
al., 1977).

Chez la dinde, I’infection a Mycoplasma synoviae devient
une dominante pathologique sérieuse, de part les consé-
quences économiques relatives a la médication mais aussi
comme motif de saisies a I’abattoir qui concerne le bréchet;
partie noble de 1’animal.

Les taux d’infection révélés par RT-PCR sont tres élevés,
soit 61,2 % en moyenne durant les quatre dernicres années.
La virulence des souches de M. synoviae peut étre variable
chez la dinde allant de simples génes respiratoires a de
sérieuses atteintes articulaires (Kang et al., 2002). Le pro-
nostic de la gestion des positivités a M. synoviae dépend
fortement de la précocité de la détection de I’infection. La
pratique de 1’¢levage de la dinde a montré les limites de
tests sérologiques basés sur I’ARL seulement et qui peut
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étre a I’origine de faux négatifs décrits par ailleurs chez
la dinde lorsque I’infection se fait par voie respiratoire.
Par contre lorsque la porte d’entrée des germes se fait a
travers des ulcéres des coussinets ou en cas de pododer-
matites, ’ARL est trés réactive (Kleven et al., 2001). Par
ailleurs, le diagnostic ne doit pas uniquement s’appuyer
sur la sérologie a cause du risque de faux négatifs di entre
autres a certaines souches de M. synoviae a séroconversion
tardive malgré que I’infection est déja installée (Ewing et
al.,1998). Ceci est d’autant plus important que 1’étage des
reproducteurs dinde est pointé comme étant a 1’origine de
recrudescence de cas d’infection chez les éleveurs de dinde
chair. Ceci explique I’engouement des éleveurs de dinde
pour la RT-PCR.

Les taux de contamination des reproducteurs chair
semblent se maintenir & des niveaux élevés malgré une
légére baisse par rapport aux précédentes études (Nassik,
2014; Amaqdouf, 2005). Mycoplasma synoviae est difficile
a ¢liminer des élevages en raison de sa rapidité de diffusion
comparativement a Mycoplasma gallisepticum (Olson et
al., 1967) et les lots finissent souvent par €tre contamingés a
100 %, sans pour autant développer des symptomes ou des
1ésions spécifiques (Fergusson et Noormohammadi, 2013).
Quoique la moyenne de la positivité a M. synoviae détec-
tée par RT-PCR sur les reproducteurs type chair examinés
durant les quatre derniéres années flit de 33 %, les lots
terminent leur carriére avec des degrés de contamination
¢levés avoisinant les 55 %.

Chez la poule pondeuse, les taux d’infection sont élevés
et la maladie occasionne de sérieux dégats, notamment a
travers la dégradation de la qualité des ceufs (Feberwee et
Landman, 2008; Catania et al., 2010) mais aussi a travers
les ovarites et péritonites occasionnés par synergie entre
E. coli et M. synoviae (Raviv et al., 2007). Le taux moyen
de prévalence détecté par RT-PCR sur les quatre années
chez la poule pondeuse est de 57,9 % mais I’analyse de
la courbe d’infection relative a 1’age montre que des 40
semaines d’age, 100 % des prélevements étaient positifs.
Ceci dénote I’ampleur de la contamination dans ce seg-
ment de production mais aussi les risques économiques
encourus par les producteurs des ceufs de consommation.
En plus des facteurs de risques cités plus haut et inhérents
a la rapidité de diffusion du M. synoviae, il faut noter la
pratique de multi-bande-age encore en vigueur dans cette
filiere. Ceci n’est pas propre a I’élevage marocain puisque
nombreux pays ont mis en place des mesures de réduction
des taux de contaminations qui étaient élevés en Angleterre
(78,6 %) (Hagan et al., 2004), 73 % en RFA (Kohn et al.,
2009) et 73 % en Hollande (Feberwee et al.,2008).

CONCLUSION

Cette étude a montré en combinant les résultats des tests
sérologiques et ceux de la RT-PCR que D’infection a
Mycoplasma synoviae reste une dominante pathologique
du secteur avicole marocain et devient une menace pour
la rentabilité des élevages surtout ceux de la dinde et de
poule pondeuse. Les efforts déployés depuis des années
semblent apporter des résultats mitigés et qui appellent a
plus de rigueur.
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