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Résumé

Cette étude rapporte pour la premiére fois une suspicion de la neuropathie périphérique ressemblant cliniquement a la maladie de
Marek sur 3 cas de terrain de poules pondeuses au Maroc. Les symptomes se résument a un syndrome neurologique chez les poules
de 5 a 12 semaines d’age et se manifestant par la position du «grand écart» (un membre se porte vers 1’avant tandis que I’autre se
porte vers I’arriére) et un taux de mortalité de 1%. L autopsie a révélé un épaississement des nerfs périphériques et I’absence de
tumeurs sur les autres organes. L’étude histologique des 1ésions nerveuses a mis en évidence une infiltration lymphoide avec de
I’cedéme et de la démyélinisation. La maladie de Marek a été écartée par la PCR en temps réel dans la mesure ot aucun des tissus
évalués ne présentait une charge élevée d’ADN du virus de la maladie de Marek. En ce basant sur ces résultats, la neuropathie
périphérique peut étre différenciée de la maladie de Marek. En effet, la littérature rapporte que les deux maladies peuvent étre
confondues de part les signes cliniques et les 1¢sions d’épaississement des nerfs périphériques. Les signes cliniques de la neuropathie
périphérique sont observés dés 5 semaines d’age avec des Iésions d’infiltration de type B (inflammatoires) et I’absence de tumeurs
viscérales, tandis que ceux de la maladie de Marek ne se manifestent qu’apres 8-9 semaines d’age avec des 1ésions d’infiltration
de type A (tumorales) et présence de tumeurs viscérales.
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Differential diagnosis between peripheral neuropathy and Marek's disease in laying hens:
Review and suspicion of a first case in Morocco

Abstract

This study reports for the first time a suspicion of peripheral neuropathy clinically resembling Marek's disease in 3 field cases
of laying hens in Morocco. Symptoms are summarized as a neurological syndrome in hens between 5 and 12 weeks of age and
manifested by the position of the "wide gap" (one limb is carried forward while the other is carried backward) and a mortality
rate that does not exceed 1%. Autopsy revealed thickening of the peripheral nerves and the absence of tumors on the other organs.
Histological study of the nerve lesions revealed lymphoid infiltration with oedema and demyelination. Marek's disease was ruled
out by real-time PCR as none of the tissues evaluated had a high load of Marek's disease virus DNA. Based on these results, pe-
ripheral neuropathy can be differentiated from Marek's disease. Indeed, the literature reports that the two diseases can be confused
due to the clinical signs and lesions of thickening of the peripheral nerves. The clinical signs of peripheral neuropathy are observed
as early as 5 weeks of age with type B infiltrating lesions (inflammatory) and the absence of visceral tumors, whereas those of
Marek's disease only appear after 8-9 weeks of age with type A infiltrating lesions (tumors) and the presence of visceral tumors.
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INTRODUCTION

lents contre la maladie de Marek, Gumboro, Newcastle et
la bronchite infectieuse (Bacon et a/, 2001) ou encore une

La maladie de Marek est une maladie lymphoproliférative  infection par Campylobacter Jejuni (Bader et al., 2010).

causée par un alpha-herpesvirus du genre Mardivirus isolé
pour la premiere fois en 1968 (Churchill ,1968). Elle a été
décrite pour la premiére fois par Joseph Marek en 1907 et
se manifeste par le développement de tumeurs et I’épais-
sissement des nerfs périphériques et se présente comme
la principale cause de paralysies des volailles. Cependant,
I’épaississement des nerfs périphériques n’est pas une
lésion pathognomonique de la maladie de Marek car elle
peut se manifester dans d’autres maladies. En effet, le syn-
drome de neuropathie périphérique décrit initialement sur
des poules SPF (Biggs et al., 1982), puis ultérieurement sur
des volailles destinées a la consommation (Julian, 1992;
Witter et Bacon, 1995; Bacon et al., 2001) est caractérisé
par des Iésions nerveuses macroscopiquement et microsco-
piquement indifférenciables de celles causées par le virus
de la maladie de Marek (MDV). Il est donc évident que

Le diagnostic de la neuropathie périphérique peut étre établi
si les poulets en question sont & 6-9 semaines d’age avec
des signes cliniques neurologiques, des l€¢sions macrosco-
piques d’épaississement des nerfs périphériques et absence
de tumeurs au niveau des autres organes (Bacon et al.,
2001). L’histopathologie des nerfs périphériques peut aider
a confirmer le diagnostic. Les 1ésions observées dans ce cas
sontde I’cedéme et une infiltration des cellules plasmatiques
(Payne et Biggs, 1967). Cependant, ces Iésions sont aussi
observables apres une infection par le MDV. Par consé-
quent, si I’historique et I’age des poulets n’est pas pris en
considération, plusieurs cas de neuropathie périphérique
passent inapergus et sont diagnostiqués comme des cas de la
maladie de Marek sur la base des 1ésions histologiques. Il est
donc pertinent d’utiliser des techniques complémentaires

des erreurs de diagnostic existent entre ces deux maladies.

La neuropathie périphérique est une maladie auto-immune
qui atteint les poulets entre 6 et 9 semaines d’age (Bacon
et al.,2001). Plusieurs facteurs peuvent étre a 1’origine de
cette maladie notamment 1’utilisation de vaccins multiva-

pour établir le diagnostic différentiel entre la neuropathie
périphérique et la maladie de Marek. Dans ce cadre, I’éva-
luation de la charge en MDYV sur les tumeurs, les follicules
plumeux, la rate ou le sang en utilisant la PCR en temps réel
s’est avéré étre un outil de diagnostic de certitude (Gimeno
et al., 2005; Gimeno et al., 2008; Cortes ef al., 2011).
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Le mauvais diagnostic de la neuropathie périphérique
comme ¢tant la maladie de Marek entraine de lourdes
pertes économiques. En effet, un mauvais diagnostic
pousse a renforcer la vaccination en augmentant la dose du
vaccin ou la mise en place d’un nouveau protocole de vac-
cination. Au lieu de résoudre le probléme, ce renforcement
pourrait I’exacerber (Bacon et al., 2001). Par conséquent,
un bon diagnostic de la neuropathie périphérique peut
minimiser ces pertes économiques.

C’est dans cette optique que ce travail rapporte pour la
premicre fois au Maroc, le diagnostic différentiel de la
neuropathie périphérique ressemblant cliniquement a la
maladie de Marek sur 3 cas de terrain de poules pondeuses.

MATERIEL ET METHODE

Anamneése et commémoratifs

L’¢étude concerne trois cas cliniques d’atteintes neurolo-
giques survenues sur des poulettes pondeuses au Maroc
(Casablanca, El Jadida) en 2019. Tous ces cas se sont
produits sur des élevages commerciaux de poulettes pon-
deuses brunes ¢élevées soit en sol soit en cage. Ces élevages
ont été vaccinés contre la maladie de Marek en utilisant
la souche CVI988 (Rispens) ou une combinaison avec la
souche HVT. Les symptomes se résument a un syndrome
neurologique chez les poules de 5 a 12 semaines d’age et se
manifestant par la position du «grand écart» (un membre se
porte vers I’avant tandis que 1’autre se porte vers 1’arricre)
et un taux de mortalité de 1%.

Autopsie et collecte des échantillons

Les animaux soumis a I’étude ont été correctement eutha-
nasiés. A I’autopsie, on a cherché a mettre en évidence
des lésions macroscopiques au niveau des nerfs périphé-
riques, du cerveau, des organes lymphoide (rate, bourse de
Fabricius et thymus), des organes viscéraux et de la peau.
On a aussi évalué¢ I’état des muscles et des articulations
pour écarter une éventuelle atteinte musculo-squelettique.
Ensuite, on a prélevé les organes (rate, foie, nerfs périphé-
riques et follicules plumeux) afin de réaliser I’étude histo-
pathologique. Cette dernicre a été réalisée au département
d’anatomie pathologique de I’IAV Hassan 2.

Histopathologie

Les échantillons ont été fixés dans un bain de formol a 10%
pendant 48 H, déshydratés successivement dans des bains
d’alcool (70°, 95°, 100°) et de toluéne. Les échantillons
sont ensuite inclus dans des blocs de paraffine puis coupés a
1aide d’un microtome qui permet d’obtenir des tranches de
sections de 2 a Sum. Ces sections sont alors montées sur des
lames et colorées avec de I’Hématoxyline-Eosine (H et E).

Analyse moléculaire

L’ADN a été extrait a partir des follicules plumeux des ani-
maux autopsiés. Nous avons utilisé le kit d’extraction «Isolate
I Genomic DNA Kit, Bioline». Les amorces utilisées sont
spécifiques pour le gene UL19 (MDV031) codant pour une
protéine structurale de la nucléocapside du virus de la maladie
de Marek, la VP5. 1l s’agit du couple d’amorces 432 et 433
qui vont permettre I’amplification d’un fragment d’ADN de
283 bp (Figueroa ef al., 2016).. La réaction PCR a ¢été réali-
sée a I’aide d’un thermocycleur AriaMx® G8830A. Dans un
mélange de 50 pl, nous avons 25 pl du mélange de PCR prét
al’emploi «DreamTaq Green PCR Master Mix, Invitrigene»,
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0,4 uM de chaque amorce, 0,1 pg d’extrait d’ADN. La réac-
tion a été cyclée 40 fois selon le programme suivant: 95°C
pour la dénaturation pendant 30 s, 60°C pendant 30 secondes
pour I’hybridation et 72°C pendant une minute pour I’élonga-
tion au bout de laquelle on obtient une fluorescence. Ensuite,
le parametre Ct a été calculé pour chaque réaction PCR. Le
cycle seuil, ou «threshold cycle» (Ct) d’un puits correspond,
pour chaque fluorescence détectée, a 1’abscisse du point
d’intersection entre la ligne seuil et la courbe d’amplification.
C’estlenombre de cycles nécessaires pour que la fluorescence
dépasse le seuil fixé.

RESULTATS
Autopsie

La principale 1ésion macroscopique observée sur les trois
cas est I’épaississement des nerfs périphériques plus préci-
sément au niveau du plexus sciatique ou cette hypertrophie
peut étre unilatérale ou bilatérale. En revanche, aucune 1¢é-
sion tumorale n’a été observée au niveau des autres organes.

Figure 1: épaississement bilatéral des nerfs du plexus scia-
tique d’une poulette de 7 semaines d’dge

Histopathologie

L’étude hitopathologique a révélé des lésions principale-
ment au niveau des nerfs périphériques. Sur tous les cas
étudiés, on a mis en évidence une infiltration lymphoide
avec de I’cedéme et de la démyélinisation au niveau de ces
nerfs. Cependant, de l1égéres 1ésions tumorales localisées
ont été observées sur le troisiéme cas au niveau du cerveau,
du foie, du proventricule et des reins et ceci trois semaines
apres le début des symptomes.
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Figure 2: Prototype de résultat histologique obtenue pour le

nerf sciatique.

La fléche indique les boules de myéline caractéristiques des
Iésions de la neuropathie périphérique rapportée par Avian

histology book, 4° édition
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PCR en temps réel

La charge du virus de la maladie de Marek a été évaluée a
partir des follicules plumeux des trois cas soumis a 1’étude.
Ainsi, 'infection par le virus de la maladie de Marek a été
écartée dans la mesure ou aucun des tissus n’a réveélé une
charge ¢élevée de ’ADN du MDV oncogene compatible
avec des tissus supposés étre en phase latente de I’ infection.
Les valeurs de Ct pour les trois cas ont été€ respectivement
35,3; 37,4 et 36,7 (Figure 3).

— -

——

Figure 3: détection de MDYV sur les trois cas cliniques par la
RT-PCR en temps réel

NC = contréle négatif, TP=témoin positif

DISCUSSION

Dans cet article, nous avons décrit trois cas d’atteintes
neurologiques qui ont apparus au Maroc en 2019. En
effet, des paralysies se sont manifestées chez des poulettes
pondeuses de 5 a 12 semaines d’age associées a un €pais-
sissement des nerfs périphériques en absence de lésions au
niveau d’autres organes. Ainsi, sur la base de I’historique,
de I’étude histopathologique et des résultats de la PCR en
temps réel, nous avons émis le diagnostic de la neuropathie
périphérique.

Sur le terrain, la maladie de Marek peut étre directement
sur la base des signes cliniques et des résultats d’autopsie
montrant un épaississement des nerfs périphériques asso-
cié a la présence de tumeurs. Cependant, si les 1ésions
macroscopiques se limitent a 1’épaississement des nerfs
périphériques, la maladie de Marek doit étre obligatoi-
rement différenciée de la neuropathie périphérique. Les
l1ésions nerveuses induites par le MDYV ont été classifiées
en lésions de type A, type B et type C (Payne et Biggs,
1967). Les lésions de type A sont caractérisées par une
infiltration néoplasique des lymphocytes au niveau des
nerfs. Les lésions de type B sont des Iésions inflamma-
toires similaires a celles observées dans les cas de neuro-
pathie périphérique. Les Iésions de type C sont des 1ésions
inflammatoires qui touchent quelques proportions de nerfs
sous forme d’infiltrats localisés. Ainsi, 1’établissement
d’un diagnostic de la maladie de Marek seulement sur la
base des signes cliniques et des 1ésions macroscopiques
peut engendrer des erreurs dans la mesure ou 1’hypothése
de la neuropathie périphérique sera négligée.
L’incidence de la neuropathie périphérique n’est pas
connue et elle probablement plus élevée que prévu en
raison de la confusion avec la maladie de Marek. On peut
donc penser que d’autres cas de neuropathie périphérique
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ont eu lieu dans d’autres régions du Maroc mais ont été
diagnostiqués comme étant une infection par le virus de
la maladie de Marek. Ces erreurs de diagnostic peuvent
causer des pertes économiques car la stratégie menée dans
ce cas sera lerenforcement de la vaccination contre la mala-
die de Marek en augmentant la dose vaccinale, changer la
souche ou essayer d’autres protocoles. Dans tous les cas,
au lieu de résoudre le probléme, ce renforcement pourrait
I’exacerber. Il en résulte qu’un bon diagnostic de la neuro-
pathie périphérique peut minimiser ces dégats.

Les critéres de diagnostic de la neuropathie périphérique
ont été¢ établis par Bacon et al., (2001). Ces criteres
incluent 1’age d’apparition des signes cliniques (5 a 12
semaines), les trouvailles de 1’autopsie (€paississement
des nerfs périphériques en absence des 1ésions tumorales)
et de I’¢tude histopathologique mettant en évidence des
Iésions d’infiltration plasmocytaires associées a I’cedéme
et la démy¢linisation. Les 3 cas que nous décrivons dans
cet article sont en cohérence avec ces critéres de diagnos-
tic de la neuropathie périphérique. Les paralysies sont
apparus dans I’intervalle de 7 a 10 semaines d’age, seul
un €paississement des nerfs périphériques a été observé
a I’autopsie. Ces nerfs ont montré une légere infiltration
plasmocytaire associé¢e a de la démyélinisation (a 1’excep-
tion du troisiéme cas ou on a observe de légeres Iésions
tumorales localisées au niveau du cerveau et de certains
organes viscéraux). Dans cette ¢tude, le diagnostic de la
neuropathie périphérique a été confirmé en écartant la
maladie de Marek en se basant les résultats de la PCR en
temps réel.

Le syndrome de neuropathie périphérique ressemble a la
maladie de Marek de part les symptdmes cliniques et des
lésions macroscopiques et microscopiques. Les paralysies
associées a une neuropathie périphérique peuvent étre
observées deés 5 semaines d’age tandis que celles associées
a la maladie de Marek ne peuvent se manifester qu’apres
8-9 semaines d’age. L’autopsie des cas de neuropathie
périphérique met en évidence un épaississement des nerfs
périphériques en absence de tumeurs au niveau des autres
organes. L’étude histologique des nerfs périphériques
révele une infiltration lymphocytaire ou plasmocytaire
avec de ’cedéme et de la démyélinisation. Cependant, ce
type de Iésions peut aussi étre observé apres une infection
par le MDV. 1l est donc normal d’avoir des erreurs de dia-
gnostic si on se base seulement sur les résultats de I’étude
histopathogique car méme des pathologistes expérimentés
peuvent confondre entre des Iésions de type B (inflamma-
toires) induites par le MDYV et celles qui ont pour origine
une neuropathie périphérique. La maladie de Marek doit
dans ce cas étre écartée par ['utilisation de la PCR en temps
réel pour mesurer la charge en ADN oncogeéne du virus
MDYV au niveau des tissus. Cette technique s’avére étre
trés utile car elle permet la différentiation entre les tissus
en phase d’infection latente par le MDYV et les tissus avec
des tumeurs causées par ce dernier (Gimeno et Wakenell,
2016; Gimeno, et al., 2005a; Witter, et al., 2010). Dans
cette étude, la maladie de Marek a été écartée pour les deux
premiers cas et grace a la technique de PCR en temps réel,
le diagnostic de la neuropathie périphérique pour ces cas
a été confirmé.
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CONCLUSION

En conclusion, la neuropathie périphérique demeure un
probléme dans le terrain a cause des erreurs de diagnos-
tic avec la maladie de Marek vu la similarité sur le plan
clinique et Iésionnel entre les deux maladies. Comme on
I’a montré dans cette étude, la PCR en temps réel peut
étre utilisée pour établir un diagnostic de certitude. Par
conséquent, tout cas d’atteinte neurologique sur de jeunes
poulets avec un épaississement des nerfs périphériques et
I’absence de tumeurs au niveau des autres organes doit
étre plus étudié pour confirmer ou écarter le diagnostic de
la maladie de Marek.
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