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Des additifs pour améliorer la santé intestinale des poulets de chair
Carl Julien

No de projet : I1A222725 Durée : 04/2022 — 02/2025

FAITS SAILLANTS

Le projet de recherche ici présenté vise a répondre aux besoins de l'industrie du poulet de chair. La
demande pour les produits de consommation sans médicament est en croissance constante. Cependant,
certaines infections communes chez le poulet de chair affectent la santé et la production, exigeant
I'utilisation d’alternatives aux médicaments. Parmi ces infections communes, la coccidiose aviaire engendre
des pertes économiques considérables pour les producteurs. Elle diminue I'absorption des nutriments,
augmente le taux de conversion alimentaire et représente le facteur de risque principal pour I'entérite
nécrotique. Pour l'instant, les alternatives efficaces aux anticoccidiens pour la production de poulet de chair
sont manquantes. Méme si des vaccins se sont développés et sont disponibles, leur efficacité nécessite
des pratiques d’élevage supplémentaires et une gestion a la ferme plus stricte.

OBJECTIF(S) ET METHODOLOGIE

Le but de cette étude était d’évaluer I'effet de nouveaux additifs alimentaires a base d’ingrédients végétaux
fonctionnels pour contrer la coccidiose et déterminer leurs effets sur la santé intestinale chez le poulet de
chair. Deux essais en cages de 34 jours avec 12 répétitions de 12 oiseaux/cage ont été réalisés. Les poulets
de chair méles (Ross 308) ont été assignés au hasard a 8 traitements par essai. Des challenges
d’inflammation intestinale et de coccidiose ont été utilisés. L'infection a Eimeria a été induite par une
administration orale au jour 14 de 2x10° oocystes sporulés d'espéces mixtes d'Eimeria provenant d'isolats
de champs. Les performances de croissance ont été évaluées par le poids corporel, |la prise et la conversion
alimentaires et le gain moyen quotidien. L’effet sur la coccidiose a été évalué par des scores Iésionnels de
lintestin et par des décomptes d’'oocystes totaux par microscopie et par PCR quantitative. Une évaluation
technico-économique a été réalisée en fonction des colts des additifs et du poids des oiseaux. Des
analyses d’expression génique et de quantifications protéiques ont été réalisées pour étudier la santé
intestinale.

RESULTATS SIGNIFICATIFS POUR L’INDUSTRIE

Comme attendu, le challenge coccidien a réduit les performances de croissance et augmenté I'excrétion
du parasite et les scores Iésionnels caractéristiques. Les résultats en laboratoire ont montré que plusieurs
composés, comme les polyphénols et les extraits de cannelle, de thym, d’ail, d’anis, de basilic et de pin,
ont diminué la capacité d’invasion des parasites Eimeria a des concentrations qui n’ont pas entrainé une
toxicité des cellules hétes. Des additifs alimentaires et dans I'eau de boisson qui contiennent ces composés
actifs, a savoir I'Alterna Poultry®, le CAPS C2PG® et I'Entero-V Poultry®, ont amélioré la perméabilité
intestinale, et I'Entero-V Poultry® a diminué I'excrétion du parasite dans un contexte de challenge
inflammatoire ou de challenge a la coccidiose chez le poulet de chair.

APPLICATIONS POSSIBLES POUR L'INDUSTRIE ET/OU SUIVI A DONNER




Les additifs phytogéniques Alterna Poultry®, CAPS C2PG® et Entero-V Poultry®, peuvent améliorer la
santé intestinale dans un contexte d’inflammation intestinale. L’'Entero-V Poultry®, diminuant aussi
I'excrétion du parasite qui cause la coccidiose peut étre utilisé dans une stratégie de lutte a la coccidiose.
Ces additifs peuvent donc étre utiles pour réduire l'utilisation des antimicrobiens dans les poulaillers. Des
essais dans les poulaillers commerciaux permettraient de valider ces résultats.
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Section 4 - Activité de transfert et de diffusion scientifique (joindre en annexe la
documentation en appui si applicable.)




Section 5 - Activités de diffusion et de transfert aux utilisateurs (joindre en annexe la
documentation en appui. Au moins une preuve de réalisation d’'une activité de transfert aux
utilisateurs est obligatoire pour I'acceptation du rapport final.)

e 2023-01-12, présentation a Probiotech International. Les résultats du premier essai chez
les poulets ont été présentés a I'entreprise sous forme de webinaire.

e 2023-09-14, présentation a Probiotech International. Les résultats du deuxiéme essai chez
les poulets ont été présentés a I'entreprise sous forme de webinaire.

e Rapport des activités 2022-2023 (page 35) du CRSAD. Ce rapport est disponible au
public sur le site Internet du CRSAD a savoir :
https://crsad.qgc.cal/fileadmin/Fichiers/centre recherche/Rapports annuels/Rapport d _acti
vites CRSAD 2022-2023.pdf




Section 6 — Grille de transfert des connaissances

1. Résultats

Présentez les faits saillants
(maximum de 3) des principaux
résultats de votre projet.

2. Utilisateurs

Pour les résultats
identifiés, ciblez les
utilisateurs qui
bénéficieront des
connaissances ou des
produits provenant de
votre recherche.

3. Message

Concrétement, quel est le message qui
devrait étre retenu pour chacune des
catégories d'utilisateurs identifiées?
Présentez un message concret et
vulgarisé. Quels sont les gains possibles
en productivité, en rendement, en argent,
etc.?

4. Cheminement des connaissances

a) Une fois le projet terminé, outre les publications scientifiques,
quelles sont les activités de transfert les mieux adaptées aux
utilisateurs ciblés? (conférences, publications écrites, journées
thématiques, formation, etc.)

b) Selon vous, quelles pourraient étre les étapes a privilégier en
vue de maximiser I'adoption des résultats par les utilisateurs.

Des polyphénols et les extraits
de cannelle, de thym, d’all,
d’anis, de basilic et de pin ont
diminué l'invasion des
parasites Eimeria in vitro & des
doses qui ne sont pas
cytotoxiques.

Eleveurs de poulets de
chair, vétérinaires,
nutritionnistes,
scientifiques, entreprises
développant des additifs
pour la volaille et autres
et intervenants dans le
secteur avicole.

Pour tous, des polyphénols et les extraits
de cannelle, de thym, d’ail, d’anis, de
basilic et de pin diminuent l'invasion des
parasites Eimeria in vitro & des doses qui
ne sont pas cytotoxiques

a) Présentation des résultats lors de symposiums pour les
producteurs, comme le Rendez-vous avicole de TAQINAC et
diffusion des résultats (Bulletin des agriculteurs, site Internet du
CRAAQ, CRSAD et Agri-réseau).

b) Diffusion des résultats positifs.

Les additifs Alterna Poultry®,
CAPS C2PG® et Entero-V
Poultry® ont amélioré la
perméabilité intestinale, et
I'Entero-V Poultry® a diminué
I'excrétion du parasite dans un
contexte de challenge
inflammatoire ou de challenge
a la coccidiose chez le poulet
de chair.

Eleveurs de poulets de
chair, vétérinaires,
scientifiques,
nutritionnistes,
entreprises développant
des additifs pour la
volaille et autres et
intervenants dans le
secteur avicole.

Pour tous, les additifs Alterna Poultry®,
CAPS C2PG® et Entero-V Poultry® ont
amélioré la perméabilité intestinale, et
I'Entero-V Poultry® a diminué I'excrétion
du parasite dans un contexte de
challenge inflammatoire ou de challenge
a la coccidiose chez le poulet de chair.

a) Présentation des résultats lors de symposiums pour les
producteurs, comme le Rendez-vous avicole de TAQINAC et
diffusion des résultats (Bulletin des agriculteurs, site Internet du
CRAAQ, CRSAD et Agri-réseau).

b) Diffusion des résultats positifs.

Le challenge de coccidiose que
nous avons développé a réduit
les performances et a affecté
l'intégrité intestinale des
poulets de chair.

Scientifiques,
nutritionnistes,
entreprises développant
des additifs pour la
volaille et autres et
intervenants dans le
secteur avicole.

Pour tous, le challenge de coccidiose que
nous avons développé a réduit les
performances et a affecté l'intégrité
intestinale des poulets de chair. Ce
challenge peut étre utilisé pour étudier
des anticoccidiens ou leurs alternatives.

a) Présentation des résultats lors de symposiums pour les
producteurs, comme le Rendez-vous avicole de TAQINAC et
diffusion des résultats (Bulletin des agriculteurs, site Internet du
CRAAQ, CRSAD et Agri-réseau).

b) Diffusion des résultats positifs.




Section 7 - Contribution et participation de I'industrie réalisées

Probiotech International Inc a contribué comme prévu au projet pour un montant total de 29 740 $

(16 000 $ en argent, 13 740 $ en nature). L'entreprise a fourni les additifs alimentaires et dans I'eau de
boisson et a contribué financiérement a une partie des charges animales et des analyses de laboratoire.
Bertrand Medina de Probiotech International Inc a suivi I'essai, participé aux rencontres scientifiques, a
participé a la rédaction scientifique des travaux effectués jusqu’a maintenant.

Mitacs a contribué avec 7 500 $ en argent pour la bourse de I'étudiante au doctorat Sara Aouissi.




Section 8 - Rapport scientifique et/ou technique (format libre réalisé selon les normes
propres au domaine d’étude)

1. Introduction

Les consommateurs recherchent de plus en plus des produits d’alimentation certifiés biologiques, qui ne sont pas
génétiguement modifiés et qui sont exempts de médicaments. La production de poulet de chair n’échappe pas a ce
courant, entrainant ainsi des contraintes d’élevage pour les producteurs. Ainsi, le développement d’alternatives
naturelles aux médicaments et aux additifs alimentaires est nécessaire pour la filiére avicole afin de limiter 'impact
des infections communes chez le poulet de chair. Parmi ces maladies, la coccidiose aviaire entraine des pertes
économiques considérables pour I'industrie, avec une estimation en 2020 a 14 milliards de dollars a I'échelle mondiale
(Blake et al., 2020) .

La coccidiose aviaire affecte la santé digestive et la conversion alimentaire des poulets, est le principal facteur de
risque de I'entérite nécrotique, cause des excréments liquides, et peut mener a des taux de mortalité importants
(Chapman, 2014). Neuf espéces Eimeria, E. acervulina, E. brunetti, E. maxima, E. necatrix, E. praecox, E. mitis,
E. tenella, E. mivati, et E. hagani, ont été identifi€es comme responsables de la coccidiose chez le poulet (Joyner and
Long, 1974). Ces parasites peuvent infecter et se multiplier dans I'épithélium muqueux a différents endroits de l'intestin
selon I'espéce (Conway and McKenzie, 2007). En plus de n’étre pas compatibles avec une production biologique, les
anticoccidiens chimiques, les coccidiostats, et les ionophores, bien qu’encore largement utilisés en production avicole,
peuvent entrainer de la résistance aux médicaments (Chapman et al., 2010). La vaccination, composée d’'une ou de
plusieurs souches sauvages ou atténuées d’espéces Eimeria s’est développée au cours des années pour contrer la
coccidiose, mais son efficacité n’est pas optimale et est difficile a exploiter en raison, notamment, du bas age des
poulets a I'abattage (Muthamilselvan et al., 2016).

Des produits naturels peuvent représenter une alternative pour prévenir la coccidiose. Ces derniéres années, des
produits d’extrait de plante ont eté developpés specifiquement pour la coccidiose, comme le Cocci-Guard (DPI Global,
E-U), I'Apacox (GreenVet, Italie), un melange de Quercus infectoria, Rhus chinensis et Terminalia chebula (Kemin
Industries, E-U), et une formulation de Bidens pilosa et d’autres plantes (Ta-Fong, Taiwan) (Thangavel et al., 2014;
Yang et al., 2015). L’effervescence des alternatives naturelles aux médicaments se constate aussi par plusieurs
travaux de recherche qui ont rapporté des effets anticoccidiens d’extraits de plus d’'une trentaine de plantes
(Muthamilselvan et al., 2016). L’inhibition de la sporulation, la destruction protéolytique des oocystes, la stimulation
de la réponse immunitaire de I'héte et des effets sur 'oxydation ont été rapportés comme mécanismes sous-jacents
I'effet anticoccidien d’extraits de plantes (Akhtar et al., 2012; Bortoluzzi et al., 2021; Lee et al., 2018; Molan et al.,
2009; Muthamilselvan et al., 2016; Nghonjuyi et al., 2015; Wang et al., 2017, 2008).

Un autre produit naturel, I'huile de coque de noix de cajou (Anacardium occidentale) a montré des effets bénéfiques
sur les performances de croissance et sur la concentration d’E. coli intestinale chez le poulet de chair en croissance
(Lépez et al., 2012). L’acide anacardique qu’il contient agit comme ionophore dans la mitochondrie (Toyomizu et al.,
2000) et ses niveaux de cardanol et de cardol lui conférent une activité antioxydante (Andrade et al., 2011; Oliveira et
al., 2011). Ces propriétés suggérent donc que cette huile puisse présenter des activités anticoccidiennes. D’ailleurs,
un essai chez le poulet de chair rapporte des effets anticoccidiens d’'un mélange d’huiles d’Anacardium occidentale
et d’huile de ricin (Murakami et al., 2014). Récemment, nos résultats ont montré que 'huile d’Anacardium occidentale
en combinaison avec des huiles essentielles et qu'un mélange d’extraits d’anis étoilé (/llicium verum), de thym
(Thymus vulgaris), de cannelle (Cinnamomum verum), de romarin (Salvia rosmarinus), d’orange (Citrus sinensis L.)
et de curcuma (Curcuma longa) améliorent les performances de croissance et présentent des effets anticoccidiens.
Une étude récente a montré que des huiles essentielles de clou de girofle (Syzygium aromaticum) ou d'origan
(Origanum vulgare) améliorent les performances de croissance et mitigent partiellement les dommages intestinaux
chez des poulets de chair soumis a un challenge de coccidiose (Zhang et al., 2023).

Une meilleure connaissance des effets de la coccidiose sur son héte pourrait permettre d’orienter la découverte de
nouveaux additifs pour la contrer. Parmi ces effets, il est déja bien établi que l'infection a E. tenella peut affecter
négativement le microbiome caecal, ce qui entraine une diminution de la production d’acides gras volatiles (AGV) chez
les poulets de chair (Kley et al., 2012; Macdonald et al., 2017). En particulier, la concentration d'acide acétique
diminue, les niveaux d'acides butyrique et isovalérique augmentent et la concentration d'acide isobutyrique augmente
ou n'est pas affectée (Choi et al., 2021; Oakley et al., 2014). L'acide acétique est 'AGV le plus abondant, qui est
produit par fermentation bactérienne dans le caecum des poulets de chair (Aljumaah et al., 2020), et puisque les AGV
fournissent environ 11 & 18% de la production totale d’énergie chez les oiseaux (Gasaway, 1976), I'effet d’'une
diminution des AGV causée par la coccidiose peut expliquer en partie son impact sur les performances de croissance.
De plus, l'acide acétique posséde des effets antibactériens a large spectre, agissant comme inhibiteur contre E. coli,




Salmonella, Streptococcus et Pseudomonas aeruginosa dans l'intestin (Liévin et al., 2000). Une réduction de I'acide
acétique conduit donc souvent a une infection secondaire par des coccidies. L'infection par E. tenella réduit aussi
considérablement le Subdoligranulum producteur de butyrate dans le caecum (Bjerrum et al., 2006). Cet AGV joue un
réle important dans la santé animale en régulant le systéme immunitaire et en réduisant l'inflammation chronique. Par
conséquent, une diminution du butyrate peut conduire a une prévalence élevée d'inflammation chronique et a des
troubles immunitaires (Lund et al., 2010). De fagon plus générale, la coccidiose provoque un déséquilibre du
microbiote intestinal (Cui et al., 2017; Kim et al., 2015; Kimura et al., 1976; Oakley et al., 2014), ce qui non seulement
entraine une diminution de la prise alimentaire et une altération de l'absorption (Turk, 1972), mais également
augmente la susceptibilité de l'organisme aux infections secondaires, comme I'entérite nécrotique (Hofacre et al.,
1998), et entraine une réponse inflammatoire aigué et une perte d’intégrité intestinale (Tomal et al., 2023). Nos
données récentes ont aussi montré que la coccidiose entraine un déséquilibre du microbiote czecal et augmente les
teneurs des genres Clostridium sensu stricto 1 et Shigella, (projet #1A221665).

Par ailleurs, des études récentes ont aussi montré I'impact de l'infection a la coccidiose sur I'intégrité intestinale.
L’infection régule considérablement a la baisse I'expression du géne MUC2 (Jiang et al., 2013), nécessaire a la
reconstitution de la couche de mucus au niveau de la muqueuse intestinale, et affecte les niveaux d’expression des
protéines de jonction serrée claudin1 (CLDN1) et occludin (OCLN) (Criado-Mesas et al., 2021). Des études récentes
avec un challenge de coccidiose en combinaison ou non avec un challenge d’entérite nécrotique ont montré que des
additifs a base d’huiles essentielles ont restauré les niveaux d’expression de ces marqueurs d’intégrité intestinale et
la perméabilité intestinale (Stefanello et al., 2020; Zhang et al., 2023). D’autres travaux récents ont aussi mis en
lumiére que les huiles essentielles modulent les immunoglobulines Y, IL8, IL-12, IL6 et PTX3 dans un contexte de
coccidiose aviaire (Bortoluzzi et al., 2021; Felici et al., 2023).

Ainsi, il est possible de croire que des additifs qui auraient des effets directs sur le parasite ou indirects en maintenant
lintégrité intestinale et la microflore normale de l'intestin du poulet pourraient lutter contre la coccidiose. Les additifs
phytogéniques a I'étude, qui contiennent aussi un mélange d’huiles essentielles, de saponines et de polyphénols,
nous laissent supposer qu’ils pourraient présenter aussi ces effets bénéfiques sur la santé intestinale. Nos données
préliminaires ont montré que les additifs a I'étude présentent des effets anticoccidiens, mais les meilleures
combinaisons des ingrédients et leurs doses restaient a établir, et leurs effets sur I’h6te demeuraient a étre élucidés.

Cette étude visait donc a étudier l'efficacité des additifs a base d’'ingrédients naturels contre la coccidiose chez le
poulet de chair, comprendre leurs effets, particulierement en lien avec la santé intestinale, et évaluer leur rentabilité.
De plus, les additifs a base d’ingrédients naturels a I'étude pourraient représenter des alternatives naturelles aux
anticoccidiens, tout en diminuant le développement de résistance.

2. Objectif

Evaluer I'effet de nouveaux additifs alimentaires & base d’ingrédients végétaux fonctionnels pour contrer la coccidiose
et déterminer leurs effets sur la santé intestinale chez le poulet de chair.

Objectifs spécifiques

1) Identifier les combinaisons optimales d’ingrédients et de leurs doses pour les nouveaux additifs alimentaires; 2)
Déterminer I'effet anticoccidien des additifs alimentaires; 3) Evaluer leurs effets sur l'intégrité et la perméabilité
intestinales, 4) sur I'inflammation; 5) Evaluer leurs effets sur les performances de croissance et leurs impacts technico-
économiques.

3. Hypothése

Nous émettons I'’hypothése que des mélanges d’ingrédients naturels montrent des effets anticoccidiens, améliorent
la perméabilité intestinale et réduisent I'inflammation, et ainsi peuvent représenter des additifs alimentaires naturels
pour contrer la coccidiose et diminuer son impact chez le poulet de chair.

4. Méthodologie

D’abord, nous avons réalisé un criblage de mélanges d’ingrédients actifs naturels dans des modéles en culture
cellulaire que nous avons mis au point pour déterminer les meilleures combinaisons ingrédient/dose. Ensuite, nous
avons réalisé des essais expérimentaux avec des poulets de chair en conditions contrélées pour valider les meilleures
combinaisons et étudier leurs effets sur la santé intestinale. Notre challenge de coccidiose a été comparé a celui de
modéles de dysfonctionnement de la barriére intestinale, et nous avons mesuré des biomarqueurs d’intégrité
intestinale, de perméabilité intestinale et des marqueurs d’inflammation. Une analyse technico-économique a permis
de connaitre les impacts économiques de [Iutilisation de ces additifs comme substitut aux anticoccidiens
communément utilisés sur le terrain.




4.1 Essais in vitro

Les modeéles in vitro que nous avons récemment mis au point permettent d’évaluer rapidement I'effet anticoccidien de
plusieurs conditions, sans la nécessité d’utiliser des poulets de chair. Nous avons donc utilisé ces avantages pour
I'objectif 1). Les effets sur la sporulation, la viabilité et la capacité d’invasion des parasites Eimeria ont été évalués
grace a des doses-réponses avec sept doses des produits réparties sur plus de 2 log1o (Kabir et al., 2022), 0.5-200
pg/mL). Deux anticoccidiens (5 pg/mL salinomycine et 5 ug/mL amprolium) ont été utilisés comme témoins positifs,
en plus d’'un témoin mort ou sporulé et d’'un témoin vivant ou sporulé non traité. Les produits testés contiennent des
saponines (#1), des polyphénols (#2-4) et des extraits de cannelle (#5), de thym (#6), d’ail (#7), d’anis (#8), de basilic
(#9) et de pin (#10). Ces extraits ont été testés individuellement in vitro pour évaluer quels ingrédients des produits
finaux utilisés dans I'essai chez les poulets de chair sont efficaces contre le parasite. Les oocystes utilisés provenaient
de propagations récentes de moins de deux mois d’isolats de souches E. acervulina et E. tenella de terrain récoltées
au CRSAD en 2018.

4.1.1. Sporulation des oocystes

Les taux de sporulation des oocystes ont été déterminés in vitro selon les procédures décrites dans Fatemi et al.
(2015). Brievement, 1 x 10% oocystes d’Eimeria mixtes ont été incubés avec les produits a 29°C dans 2% de
dichromate de potassium avec aération pendant 48 h. Les nombres d’oocystes sporulés et non sporulés ont été
mesurés par la méthode d’hématimétre (Conway and McKenzie, 2007). Au moins 100 oocystes ont été évalués par
répétition.

4.1.2. Viabilité des sporozoites

Les pourcentages de viabilité ont été déterminés in vitro selon les procédures décrites dans Kim et al. (2013).
Briévement, les oocystes d'Eimeria de terrain ont été lysés pour libérer les sporozoites, 1 x 108 sporozoites ont été
traités et la viabilité a été mesurée par I'exclusion du bleu de trypan et par la motilité en comptant au moins 100
sporozoites par condition.

4.1.3. Tests de cytotoxicité sur des cellules MDBK

Selon les méthodes adaptées de Kabir et al. (2022), les cellules Madin-Darby bovine kidney (MDBK, Institut DSMZ,
Braunschweig, Allemagne) cultivées en plaque 96 puits pendant 24 h a raison de 4 x 10* cellules par puits ont été
traitées avec les sept doses pendant 48 h, puis équilibrées a la température de la piéce pendant 30 min. La viabilité
cellulaire a ensuite été déterminée par le réactif CellTiter-Glo 2.0 (Promega, Madison, WI) selon les directives du
fabricant. Le signal de luminescence des puits témoins contenant 0.1% DMSO a été fixé a une viabilité cellulaire de
100%.

4.1.4. Capacité d’'invasion des sporozoites

Les taux d’'invasion des sporozoites ont été déterminés in vitro selon les procédures décrites dans Burt et al. (2013).
Brievement, des cellules épithéliales bovines de rein MDBK a 70-80% de confluence ont été exposées a 2 x 10°
sporozoites et incubées a 37°C avec 5% CO2 pendant 48 h. Les cellules ont ensuite été lavées et récupérées. L’ADN
a été extrait et une qPCR a été réalisée pour évaluer I'effet différentiel sur les espéces Eimeria. Un traitement témoin,
sans sporozoite, a aussi été utilisé.

4.1.5. Analyses des tests in vitro.

Les valeurs des concentrations maximales inhibitrices (ECso) et des concentrations cytotoxiques cellulaires semi-
maximales (CCso) ont été calculées par un ajustement de la courbe dose-réponse sigmoidale par régression non
linéaire (GraphPad Prism, version 10). Les différences de parasitémie entre les traitements et le témoin ont été
considérées significatives avec un p < 0.05 en utilisant une ANOVA & un facteur, suivie de tests post-hoc de Tukey.
Pour tous les essais in vitro, trois répétitions par condition ont été utilisées.

4.2. Essais chez les poulets de chair

4.2.1. Traitements

Pour le premier essai (modéle d’inflammation chronique intestinale), les traitements ont été :

T1 = Témoin non infecté a Eimeria, non médicamenté

T2 = Témoin infecté a Eimeria, non médicamenté

T3 = Témoin négatif modéle d’'inflammation au sulfate de sodium de dextrane (SSD),

T4 = SSD + médicamenté aux anticoccidiens conventionnels (30 ppm décoquinate j0-j20 suivi de 125 ppm zoaléne
j20-j35)

T5 = SSD + Synbiotec®, 500 g/T démarrage/croissance, 250 g/T finition) (Probiotech International, Saint-Hyacinthe,
QC)

T6 = SSD + Alterna Poultry®, 400 g/T démarrage/croissance, 300 g/T finition) (Probiotech International)




T7 = SSD + CAPS C2PG®, 35 g/T démarrage/croissance/finition) (Probiotech International)
T8 = SSD + Entero-V Poultry® dans 'eau de boisson (Probiotech International) (250 mL/1000 L d'eau de boisson, du
j8 au j14, puis du j22 au j28 (pendant les périodes de gavage SSD, inflammation).

Pour le deuxiéme essai (challenge de coccidiose), les traitements ont été :

T1 = Témoin non infecté a Eimeria, non médicamenté

T2 = Témoin infecté Eimeria, non médicamenté

T3 = Témoin modéle d’'inflammation, SSD, 0,45 g aux j19 et j20, non médicamenté

T4 = Eimeria + médicamenté aux anticoccidiens conventionnels (30 ppm décoquinate j0-j20 suivi de 125 ppm zoaléne
j20-i35),

T5 = Eimeria + Synbiotec®, 500 g/T démarrage/croissance, 250 g/T finition (Probiotech International)

T6 = Eimeria + Alterna Poultry®, 400 g/T démarrage/croissance, 300 g/T finition + Synbiotec®, 500 g/T
démarrage/croissance, 250 g/T finition (Probiotech International)

T7 = SSD + CAPS C2PG, 35 g/T démarrage/croissance/finition (Probiotech International)

T8 = Eimeria + Entero-V Poultry® dans I'eau de boisson (Probiotech International) (250 mL/1000 L d'eau de boisson,
du j13-j23, pendant I'infection).

Pour les deux essais, le programme alimentaire en trois phases a été : 1) Début (j0-j10), 2) Croissance (j10-j20), 3)
Finition (j20-j35). Les aliments de base ont été fabriqués en granules et les traitements expérimentaux ont été formulés
a l'aide de prémélanges 40X au laboratoire. De sorte a limiter les variations dues a la fabrication, les traitements
alimentaires ont été formulés avec le méme aliment de base. Les oiseaux n’ont pas été vaccinés contre la coccidiose.

4.2.2. Animaux

L'utilisation des animaux a été approuvée par le comité de protection des animaux du CRSAD (CPA-CRSAD,
#467AV). Pour chacun des deux essais avec les poulets de chair, mille cent cinquante-deux (1,152) Ross 308 méales
d’un jour ont été distribués aléatoirement a I'un des 8 traitements expérimentaux, selon un plan complet en 12 blocs,
a raison de 12 oiseaux par cage, pour un total de 96 cages. Afin de respecter la densité maximale autorisée fixée a
31 kg/m?, des oiseaux ont été retirés pour atteindre 6 poulets & compter du j21 jusqu’au j34. Les blocs ont été désignés
par section du batiment pour tenir compte des effets du batiment. Les oiseaux ont été hébergés pendant 35 jours au
poulailler DC-0149 du CRSAD selon les conditions d’élevage suivantes habituelles. La température a été initialement
fixée a 33°C et puis progressivement réduite chaque semaine pour atteindre 20.5°C a 35 jours. La moulée a servir
aux animaux a été formulée par la meunerie (Agri-Marché, Saint-Isidore, QC) de sorte a répondre aux besoins
nutritionnels de la race.

4.2.3. Challenge coccidien

Les oiseaux qui ont été challengés par la coccidiose ont recu au j14 un inoculum d’isolats mixtes de champs. Les
dilutions de l'inoculum de coccidies ont été préparées de sorte a atteindre les niveaux d’oocystes sporulés suivants
par oiseau : 160 000 E. acervulina et 40 000 d’E. tenella (pour un total de 200 000 oocystes par oiseau). Les oocystes
d’espéces mixtes d’Eimeria ont été isolés a partir d’échantillons de fiente d’oiseaux non vaccinés au poulailler du
CRSAD en 2018 (méme source que les tests in vitro). Les oocystes ont été propagés dans des poulets sains, sporulés
a 30°C dans 2% de dichromate de potassium pendant 48 heures et lavés 3 fois avec de I'eau, avant d’étre inoculés
aux oiseaux. 1 mL de la suspension d’oocystes a 200 000 oocystes/ml a été inoculé par oiseau par gavage oral.

4.2.4. Modéle d’'inflammation chronique intestinale chez les poulets

Les oiseaux qui ont été utilisés dans le modéle d’'inflammation chronique intestinale (essai #1) ont regu 0.35 mg/mL
de SSD par gavage oral en deux cycles de 5 jours consécutifs, interrompus par une période de récupération de 9
jours (administration aux j9-j14 et j23-j27), comme décrit dans Pont et al. (2021).

4.2.5. Prélévements et euthanasie

Aux j21 et j35, 2 oiseaux représentatifs par cage ont été euthanasiés pour réaliser I'évaluation des lésions intestinales,
les analyses Eimeria et microbiologiques et les mesures d’inflammation, de perméabilité et d’intégrité intestinales et
d’acides gras volatiles (voir section 4.2.6).

4.2.6. Mesures et observations

4.2.6.1. Performances zootechniques et suivi de I'état de santé

Tous les oiseaux et I'aliment par cage ont été pesés au début et a la fin de chaque phase alimentaire pour déterminer
le poids, I'apport alimentaire, la conversion alimentaire et le gain moyen quotidien (GMQ). Les aliments ont été
échantillonnés pour analyse afin de déterminer leur composition. Les oiseaux ont été inspectés au moins deux fois
par jour pour I'enregistrement de la santé générale et de la mortalité des oiseaux.




4.2.6.2. Oocystes et coccidiose

Un suivi du décompte des coccidies a été assuré grace a la collecte de trois échantillons de fientes ceecales et fécales
collectés dans les douze cages par traitement, deux fois par semaine. Les échantillons ont été groupés par traitement
et le décompte d’oocystes a été réalisé par microscopie grace a des lames McMaster. Aux j17 et j20, des échantillons
de fientes ont été collectés pour des décomptes coccidiens par cage. Au j21, deux oiseaux par cage (un total de 192
oiseaux) ont été euthanasiés pour évaluer macroscopiquement les Iésions de coccidiose (avec l'aide de Services
Vétérinaires Ambulatoires Triple-V inc.). Des analyses par qPCR ont été réalisées a partir d’échantillons de fientes
des oiseaux qui ont été euthanasiés au j21 et a partir d’échantillons de fientes au moment du pic de coccidies, pour
déterminer les populations d’E. acervulina et E. tenella, selon Vrba et al. (2010) et Peek et al. (2017) . Pour les valeurs
plus faibles que le seuil de quantification, la moitié du seuil de quantification sera utilisée. Les courbes standard seront
construites grace a des dilutions d’ADN double-brin linéarisé correspondant aux amplicons de chaque espéce.

4.2.6.3. Santé intestinale et marqueurs d’inflammation

L’évaluation de la perméabilité intestinale a été réalisée par des mesures de fluorescence de dextrane couplé a la
fluorescéine (Fluorescein isothiocyanate-dextran, FITC-d) préalablement administrée aux poulets, selon Barekatain
et al. (2020) . L’évaluation de l'intégrité intestinale a été déterminée par les mesures d’expression génique de mucin2
(MUC2), claudin-1 (CLDN1), et occludin (OCLN) dans le jéjunum, selon les procédures décrites dans Stefanello et al.
(2020) Mucin2 a été utilisé comme marqueur de l'intégrité intestinale et CLDN1 et OCLN ont été utilisés comme
marqueurs de la régulation de la barriére de perméabilité paracellulaire des jonctions serrées. Les mesures d’acides
gras volatiles (AGV) (acides lactique, acétique, propionique, butyrique, isobutyrique, valérique, isovalérique et
caproique) ont été déterminées a partir des échantillons de caecum par une méthode que nous avons mise au point
par chromatographie liquide. Les niveaux fécaux de calprotectin (CALP) et de lipocalin-2 (LCN-2) des oiseaux
euthanasiés ont été déterminés par des kits de test immuno-enzymatique ELISA tel que décrits par Pont et al. (2021) .

4.2.6.4. Données technico-économiques

Pour évaluer les effets des produits sur les codts, les différences des colts de I'aliment ingéré et des additifs ont été
calculées par rapport au gain de poids des témoins infectés non médicamentés (T2) pour toute la durée de I'élevage
(jO-j34). Les colts suivants ont été utilisés : Deccox® a un taux d’inclusion de 0,5 kg/t d’aliment, 45 $/kg; Zoamix® a
un taux d’inclusion de 0,5 kg/t d’aliment, 40 $/kg; Synbiotec®, 16,5 $/kg; Alterna Poultry®, 35 $/kg; CAPS C2PG®,
25 $/kg, Entero-V Poultry®, 60 $/L).

4.2.5. Analyses statistiques

Les données zootechniques et les décomptes des oocystes ont été analysés a I'aide d’'un modéle mixte incluant I'effet
fixe du traitement, du parquet le cas échéant, et le bloc, représentant la section du batiment, comme effet aléatoire.
Les procédures de modéles linéaires et des méthodes des moindres carrés standard et du maximum de
vraisemblance restreint (REML) des logiciels JMP Pro (version 17, The SAS Institute, Cary, NY, Etats-Unis) et R (R
Core Team (2024)) ont été utilisées. La normalité des résidus, ’lhomogénéité de la variance et I'absence de données
aberrantes (résidus studentisés * 3.0) ont été vérifiées pour toutes les variables. Des comparaisons entre toutes les
paires des traitements ont été réalisées a I'aide de tests Tukey des différences des moindres carrés, en suivi (post
hoc) du modéle linéaire. Les données des scores lésionnels de coccidiose ont été analysées par des analyses non
paramétriques Kruskal-Wallis et les comparaisons entre les traitements par des analyses post-hoc Wilcoxon, grace
aux logiciels JMP Pro et R. Les moyennes ajustées par le modéle statistique (moyennes des moindres carrées)
accompagnées de leurs erreurs standard seront présentées. Les unités expérimentales pour les données de
performances zootechniques et les décomptes d’oocytes ont été les parquets, tandis que les unités expérimentales
pour les données des scores Iésionnels ont été les oiseaux.

5. Résultats

5.1 In vitro

Les données des essais in vitro sont résumées aux Figures 1 & 5. Les 10 ingrédients a I'étude n’ont pas eu d’effet sur
la sporulation des oocystes Eimeria (Figure 1). Les ingrédients 2, 4, et 10 (polyphénols et extrait de pin) ont diminué
la viabilité des sporozoites de fagon dose-dépendante (Figure 2). L’ingrédient 1 (saponines) a diminué la viabilité des
sporozoites a seulement 200 pg/mL (Figure 2). Tous les ingrédients ont montré une CCso >200 pg/mL, a I'exception
de lingrédient 3 (polyphénols), avec une CCso calculée a 113 pg/mL (Figure 3). A I'exception de I'ingrédient 1
(saponines), tous les ingrédients ont montré une diminution de la capacité d’invasion d’E acervulina aux cellules hotes
MDBK (Figure 4). Les ingrédients 4, 5, 9 et 10 (polyphénols et extraits de basilic et de pin) ont montré les plus grandes
diminutions (Figure 4). Les ingrédients 1, 5, 6, 7, 8, 9 et 10 (saponines et extraits de cannelle, de thym, d’ail, d’anis,
de basilic et de pin) ont diminué la capacité d’'invasion d’E tenella aux cellules hétes MDBK (Figure 5). Les ingrédients
5, 7, 9 et 10 (extraits de cannelle, d’ail, de basilic et de pin) ont montré les plus grandes diminutions (Figure 5).
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Figure 5. Capacité d'invasion des sporozoites E. tenella aux cellules MDBK exposés a 7 doses (0,5-200 ug/mL) des 10 ingrédients.
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5.2 Modéle d’inflammation chronique intestinale

A moins que spécifié autrement, les données rapportées dans cette section sont comparées a celles des oiseaux
ayant recu le challenge inflammatoire et non traités (T3).

Performances de croissance

Le challenge coccidien (T2) a diminué le poids des oiseaux au j20 (Figure 6A), aggravé la conversion alimentaire
pendant la phase 10-20 j (Figure 6C) et a montré une tendance a la réduction du poids corporel au j34 (Figure 6B).
Le challenge inflammatoire (T3) et les autres traitements n’ont pas eu d’effet sur le poids des oiseaux au j20,
comparativement aux oiseaux non challengés (T1) (Figure 6A). Au j34, tous les traitements incluant les anticoccidiens
(T4 a T8) ont diminué le poids des oiseaux, comparativement aux oiseaux challengés (T3) (Figure 6B). Durant la
période 10-20 j, le CAPS C2PG® (T7) a amélioré la conversion alimentaire, comparativement aux oiseaux challengés
(T3) (Figure 6C). Au cours de I'élevage (0-34 j), le traitement aux anticoccidiens conventionnels (décoquinate-zoaléne)
(T4) et les TS et T7 ont détérioré la conversion alimentaire, comparativement aux oiseaux challengés (T3) (Figure
6D).
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Figure 6. Données de performances zootechniques de I'essai #1. Poids des oiseaux au j20 (A), au j34 (B), et conversion
alimentaire pendant la période 10-20 j (C) globalement (0-34 j) (D). Les barres représentent les moyennes des moindres carrées
+ I'erreur standard. Les traitements non connectés par la méme lettre sont significativement différents, selon une valeur de p < 0,05.
T1, oiseaux non infectés et non médicamentés ; T2, oiseaux infectés a Eimeria et non médicamentés ; T3, oiseaux challengés au
modéle inflammatoire (sodium sulfate dextran, SSD) ; T4, oiseaux SSD + anticoccidiens conventionnels (30 ppm décoquinate JO-
J20 suivi de 125 ppm zoaléne J20-J35 ; T5, oiseaux SSD + Synbiotec® ; T6, oiseaux SSD + Alterna Poultry® ; T7, oiseaux SSD
+CAPS C2PG®; T8, oiseaux SSD + Entero-V Poultry®.

Impacts technico-économiques

Les différences en $ par t produite par rapport au T3 sont résumées a la Figure 7. Le traitement aux anticoccidiens
(T4) a augmenté le colt (+148 $/t produite, p<0,05). Les additifs alimentaires (T5 a T7) ont aussi augmenté le co(t,
mais de fagon moins importante (+73 a +81 $/t, p<0,05), alors que I'Entero-V Poultry® (T8) ne I'a pas augmenté
(Figure 7).
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Figure 7. Différences des colts de I'aliment ingéré et des additifs de I'essai par rapport au gain de poids produit ($/t produite) par
rapport au T3. Les barres représentent les moyennes * I'erreur type. Les traitements non connectés par la méme lettre sont
significativement différents, selon une valeur de p < 0,05. T1, oiseaux non infectés et non médicamentés ; T2, oiseaux infectés a
Eimeria et non médicamentés ; T3, oiseaux challengés au modéle inflammatoire (sodium sulfate dextran, SSD) ; T4, oiseaux SSD
+ anticoccidiens conventionnels (30 ppm décoquinate J0-J20 suivi de 125 ppm zoaléne J20-J35 ; T5, oiseaux SSD + Synbiotec® ;
T6, oiseaux SSD + Alterna Poultry® ; T7, oiseaux SSD +CAPS C2PG®; T8, oiseaux SSD + Entero-V Poultry®.

Oocystes et coccidiose

Le challenge coccidien (T2) a augmenté les scores Iésionnels associés a E. acervulina (Figure 8A) et a E. tenella
(Figure 8B) au jour 21 et a augmenté les décomptes d’oocystes totaux excrétés au jour 20 (Figure 8C). Les oiseaux
soumis au challenge inflammatoire SSD (T3 a T8) n’ont pas modifié les scores lésionnels et les décomptes d’oocystes
totaux excrétés (Figure 8C).
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Figure 8. Lésions de coccidiose et excrétion d'oocystes d’Eimeria. Lésions caractéristiques d'E. acervulina (A) et d'E. tenella (B)
aux j21 et décompte d’oocystes excrétés au j20 (C). Les données présentées sont les fréquences pour chaque score Iésionnel.
Les moyennes des scores lésionnels sont affichées au-dessus des barres. Les traitements non connectés par la méme lettre sont
significativement différents, selon une valeur de p < 0,05. T1, oiseaux non infectés et non médicamentés ; T2, oiseaux infectés a
Eimeria et non médicamentés ; T3, oiseaux challengés au modéle inflammatoire (sodium sulfate dextran, SSD) ; T4, oiseaux SSD
+ anticoccidiens conventionnels (30 ppm décoquinate J0-J20 suivi de 125 ppm zoaléne J20-J35 ; T5, oiseaux SSD + Synbiotec® ;
T6, oiseaux SSD + Alterna Poultry® ; T7, oiseaux SSD +CAPS C2PG®; T8, oiseaux SSD + Entero-V Poultry®.

Santé intestinale et marqueurs inflammatoires

Des mesures sériques de fluorescence de dextrane couplé a la fluorescéine (Fluorescein isothiocyanate-dextran,
FITC-d) ont montré que le challenge inflammatoire (T3) a augmenté la perméabilité intestinale au j28 (Figure 9B). Les
traitements T4, T6, T7 et T8 ont prévenu cette augmentation de perméabilité (Figure 9B).
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Figure 9. Perméabilité intestinale par des mesures sériques de fluorescence de dextrane couplé a la fluorescéine (Fluorescein
isothiocyanate-dextran, FITC-d). Les données présentées sont les mesures de FITC-d aux j21 (A) et j28 (B). Les barres
représentent les moyennes + I'erreur type. Les traitements non connectés par la méme lettre sont significativement différents, selon
une valeur de p < 0,05. T1, oiseaux non infectés et non médicamentés ; T2, oiseaux infectés a Eimeria et non médicamentés ; T3,
oiseaux challengés au modele inflammatoire (sodium sulfate dextran, SSD) ; T4, oiseaux SSD + anticoccidiens conventionnels (30
ppm décoquinate J0-J20 suivi de 125 ppm zoaléne J20-J35 ; T5, oiseaux SSD + Synbiotec® ; T6, oiseaux SSD + Alterna Poultry® ;
T7, oiseaux SSD +CAPS C2PG®; T8, oiseaux SSD + Entero-V Poultry®.

Le challenge Eimeria (T2) a augmenté les scores d’altérations histologiques macroscopiques au j21, comparativement
aux oiseaux non challengés (T1) (Figure 10A). Au j28, le challenge inflammatoire (T3) a montré une tendance a
augmenter les scores d’altérations histologiques macroscopiques, comparativement aux oiseaux non challengés (T1)
(p=0,0783, Figure 10B). Le traitement aux anticoccidiens a diminué les scores macroscopiques au j28 et le T6 a
montré presque une tendance a les diminuer (p=0,1061) (Figure 10B).
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Figure 10. Lésions intestinales macroscopiques. Les données présentées sont les scores aux j21 (A) et j28 (B). Les barres
représentent les moyennes + I'erreur type. Les traitements non connectés par la méme lettre sont significativement différents, selon
une valeur de p < 0,05. T1, oiseaux non infectés et non médicamentés ; T2, oiseaux infectés a Eimeria et non médicamentés ; T3,
oiseaux challengés au modele inflammatoire (sodium sulfate dextran, SSD) ; T4, oiseaux SSD + anticoccidiens conventionnels (30
ppm décoquinate J0-J20 suivi de 125 ppm zoaléne J20-J35 ; T5, oiseaux SSD + Synbiotec® ; T6, oiseaux SSD + Alterna Poultry® ;
T7, oiseaux SSD +CAPS C2PG®; T8, oiseaux SSD + Entero-V Poultry®.




Les traitements n'ont pas eu d’effet sur les niveaux fécaux de calprotectine et de lipocaline (Figure 11), ni sur
I'expression génique de MUC2 et OCLN au niveau du jéjunum au j28 (Figure 12). Les niveaux de CLDN1 ont été sous
le seuil de détection et ne sont pas présentés.
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Figure 11. Mesures fécales de la calprotectine (A) et de la lipocaline (B) par ELISA au j28. Les barres représentent les moyennes
+ l'erreur type. Les traitements non connectés par la méme lettre sont significativement différents, selon une valeur de p < 0,05.
T1, oiseaux non infectés et non médicamentés ; T2, oiseaux infectés a Eimeria et non médicamentés ; T3, oiseaux challengés au
modéle inflammatoire (sodium sulfate dextran, SSD) ; T4, oiseaux SSD + anticoccidiens conventionnels (30 ppm décoquinate JO-
J20 suivi de 125 ppm zoaléne J20-J35 ; T5, oiseaux SSD + Synbiotec® ; T6, oiseaux SSD + Alterna Poultry® ; T7, oiseaux SSD
+CAPS C2PG®; T8, oiseaux SSD + Entero-V Poultry®.
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Figure 12. Niveaux d’expression de MUC2 et OCLN au jéjunum au j28. Les barres représentent les moyennes + I'erreur type. Les
traitements non connectés par la méme lettre sont significativement différents, selon une valeur de p < 0,05. T1, oiseaux non
infectés et non médicamentés ; T2, oiseaux infectés a Eimeria et non médicamentés ; T3, oiseaux challengés au modéle
inflammatoire (sodium sulfate dextran, SSD) ; T4, oiseaux SSD + anticoccidiens conventionnels (30 ppm décoquinate J0-J20 suivi
de 125 ppm zoaléne J20-J35 ; T5, oiseaux SSD + Synbiotec® ; T6, oiseaux SSD + Alterna Poultry® ; T7, oiseaux SSD +CAPS
C2PG®; T8, oiseaux SSD + Entero-V Poultry®.




Les données des AGV cazecaux sont présentées au Tableau 1. Le challenge de coccidiose a diminué les niveaux
d’acide butyrique.

Tableau 1. Acides gras volatiles des contenus caecaux au j28.

Erreur- valeur

AGV T1 T2 13 T4 15 16 7 T8 type  dep
Acétique 10.55 8.58 8.86 8.81 9.78 9.15 9.87 9.80 1.14  0.943
Butyrique 316°% 165° 256° 263 232 202° 274%® 270 033 0.047
Caproique  10.54 9.92  10.70 9.08 1210  13.63 5.75 9.97 238 0526
Isobutyrique 13.30  12.35 1535 1458  14.40 1496  18.00  15.92 213 0.466
Isovalerique  2.48 ™ 173 286°° 358° 281% 212 236" 315 0.34 0.012
Lactique 3.93 2.44 3.73 3.54 3.66 3.72 4.13 3.79 0.40 0.214
Propionique  1.20°  1.66°° 165°° 175% 125" 151" 205% 131 0.19 0.035
Valérique 3.24 3.88 3.88 3.13 3.37 4.17 2.83 2.29 0.56  0.145
Total 4840 3656 4960 4513 4970  48.75  44.88  46.47 481  0.449

AGV, acide gras volatile. T1, oiseaux non infectés et non médicamentés ; T2, oiseaux infectés a Eimeria et non médicamentés ;
T3, oiseaux challengés au modéle inflammatoire (sodium sulfate dextran, SSD) ; T4, oiseaux SSD + anticoccidiens conventionnels
(30 ppm décoquinate J0-J20 suivi de 125 ppm zoaléne J20-J35 ; T5, oiseaux SSD + Synbiotec® ; T6, oiseaux SSD + Alterna
Poultry® ; T7, oiseaux SSD +CAPS C2PG®; T8, oiseaux SSD + Entero-V Poultry®.

5.3 Challenge de coccidiose

A moins que spécifié autrement, les données rapportées dans cette section sont comparées a celles des oiseaux
ayant regu le challenge de coccidiose et non traités (El), a 'exception du traitement SSD+CAPS qui est comparé au
témoin du challenge inflammatoire (SSD).

Performances de croissance

Le challenge coccidien (El) a diminué le poids des oiseaux aux j20 (-10,6%, Figure 13A) et j34 (-6,8%, Figure 13B)
et a aggravé la conversion alimentaire pendant la phase 10-20 j (+4,7%, Figure 13C). Le challenge inflammatoire
(SSD) et les additifs a I'étude n’ont pas eu d’effet sur les performances des oiseaux.

Impacts technico-économiques

Les différences en $ par t produite par rapport au El sont résumées a la Figure 14. Le challenge a la coccidiose (El)
a augmenté les colts par t produite (+59 $/t) comparativement aux oiseaux témoins (NI). Seul le traitement aux
anticoccidiens (EI+Rx) a diminué les colts (—58 $/t) (Figure 14).

Oocystes et coccidiose

Le challenge coccidien (El) a augmenté les scores lésionnels associés a E. acervulina (+2.38, Figure 15A) et a
E. tenella (+2.38, Figure 15B) au jour 21, et a augmenté les décomptes d’oocystes totaux excrétés au jour 20 (+6.7
log1o, Figure 15C). L’Entero-V Poultry® a diminué I'excrétion des oocystes (0.8 log+o, Figure 15C). Les données de
gPCR montrent que les anticoccidiens (EI+Rx) ont diminué les excrétions d’E. acervulina (Figure 16A), d’E. tenella
(Figure 1F) et la somme des deux (Figure 16C). Les additifs a I'étude n’ont pas diminué I'excrétion d’'E. acervulina, et
d’E. tenella (Figure 16A, 16B, 16C). Une tendance a la diminution des copies d’Eimeria totales a été observée pour
Alterna Poultry® (p=0.0748, Figure 16C). E. maxima n’a pas été détecté par gPCR dans les échantillons.
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Figure 13. Données de performances zootechniques de I'essai #2. Poids des oiseaux au j20 (A), au j34 (B), et conversion
alimentaire globale (0-34 j) (C), et taux de mortalité globale (0-34 j) (D). Les barres représentent les moyennes des moindres
carrées + I'erreur standard. Les traitements non connectés par la méme lettre sont significativement différents, selon une valeur de
p <0,05. NI, oiseaux non infectés et non médicamentés ; El, oiseaux infectés a Eimeria et non médicamentés ; EI+Rx, El +
anticoccidiens conventionnels (30 ppm décoquinate JO-J20 suivi de 125 ppm zoaléne J20-J35 ; EI+Syn, El + Synbiotec® ; El+Poul,

El + Alterna Poultry® ; El+Entero, El + Entero-V Poultry® ; SSD, oiseaux challengés au modéle inflammatoire (sodium sulfate
dextran, SSD) ; SSD+CAPS, SSD +CAPS C2PG®.
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Figure 14. Différences des colts de I'aliment ingéré et des additifs de I'essai par rapport au gain de poids produit ($/t produite) par
rapport au témoin El. Les barres représentent les moyennes + I'erreur type. Les traitements non connectés par la méme lettre sont
significativement différents, selon une valeur de p < 0,05. NI, oiseaux non infectés et non médicamentés ; El, oiseaux infectés a
Eimeria et non médicamentés ; EI+Rx, El + anticoccidiens conventionnels (30 ppm décoquinate J0-J20 suivi de 125 ppm zoaléne
J20-J35 ; El+Syn, El + Synbiotec® ; El+Poul, El + Alterna Poultry® ; El+Entero, El + Entero-V Poultry® ; SSD, oiseaux challengés
au modéle inflammatoire (sodium sulfate dextran, SSD) ; SSD+CAPS, SSD +CAPS C2PG®.
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Figure 15. Lésions de coccidiose et excrétion d’oocystes d’Eimeria. Lésions caractéristiques d’E. acervulina (A) et d’E. tenella (B)
aux j21 et décompte d’oocystes excrétés au j20 (C). Les données présentées sont les fréquences pour chaque score Iésionnel.
Les moyennes des scores lésionnels sont affichées au-dessus des barres. Les traitements non connectés par la méme lettre sont
significativement différents, selon une valeur de p < 0,05. NI, oiseaux non infectés et non médicamentés ; El, oiseaux infectés a
Eimeria et non médicamentés ; EI+Rx, El + anticoccidiens conventionnels (30 ppm décoquinate J0-J20 suivi de 125 ppm zoaléne
J20-J35 ; EI+Syn, El + Synbiotec® ; El+Poul, El + Alterna Poultry® ; El+Entero, El + Entero-V Poultry® ; SSD, oiseaux challengés
au modéle inflammatoire (sodium sulfate dextran, SSD) ; SSD+CAPS, SSD +CAPS C2PG®.
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Figure 16. Nombre de copies excrétées d’Eimeria spp. (E. acervulina (A), E. tenella (B) et le total Eimeria (C)) au j20. Les
traitements non connectés par la méme lettre sont significativement différents, selon une valeur de p < 0,05. NI, oiseaux non
infectés et non médicamentés ; El, oiseaux infectés a Eimeria et non médicamentés ; EI+Rx, El + anticoccidiens conventionnels
(30 ppm décoquinate J0-J20 suivi de 125 ppm zoaléne J20-J35 ; EI+Syn, El + Synbiotec® ; El+Poul, El + Alterna Poultry® ;
El+Entero, EI + Entero-V Poultry® ; SSD, oiseaux challengés au modéle inflammatoire (sodium sulfate dextran, SSD);
SSD+CAPS, SSD +CAPS C2PG®.

Santé intestinale et marqueurs inflammatoires

Des mesures sériques de fluorescence de dextrane couplé a la fluorescéine (Fluorescein isothiocyanate-dextran,
FITC-d) ont montré que les challenges de coccidiose (El, +19%) et inflammatoire (SSD, +30%) ont augmenté la
perméabilité intestinale au j28 (Figure 17B). L’Alterna Poultry® (-23%) et le CAPS C2PG® (-28%) ont diminué cette
augmentation de perméabilité (Figure 17B). L’Entero-V Poultry a montré une tendance a la diminution (p=0.0933).
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Figure 17. Perméabilité intestinale par des mesures sériques de fluorescence de dextrane couplé a la fluorescéine (Fluorescein
isothiocyanate-dextran, FITC-d). Les données présentées sont les mesures de FITC-d aux j21 (A) et j28 (B). Les barres
représentent les moyennes + I'erreur type. Les traitements non connectés par la méme lettre sont significativement différents, selon
une valeur de p < 0,05. NI, oiseaux non infectés et non médicamentés ; El, oiseaux infectés a Eimeria et non médicamentés ;
EI+Rx, El + anticoccidiens conventionnels (30 ppm décoquinate J0-J20 suivi de 125 ppm zoaléne J20-J35 ; EI+Syn, El +
Synbiotec® ; El+Poul, ElI + Alterna Poultry® ; El+Entero, El + Entero-V Poultry® ; SSD, oiseaux challengés au modéle
inflammatoire (sodium sulfate dextran, SSD) ; SSD+CAPS, SSD +CAPS C2PG®.




Le challenge Eimeria (El) a augmenté les scores d’altérations histologiques macroscopiques au j21, mais pas le
challenge inflammatoire, comparativement aux oiseaux non challengés (NI) (Figure 18A). Au j28, le challenge
inflammatoire (SSD) n’a pas montré d’effet sur les scores d’altérations histologiques macroscopiques (Figure 18B).
Le traitement aux anticoccidiens (EI+Rx) a diminué les scores macroscopiques au j21, mais les a augmentés au j28.
Les additifs a I'étude n’ont pas eu d’effet sur ces scores (Figure 18).

A Macro ISI J21 B Macro ISI J28
25- A 20
AB B AB
o 20- - © A
o 2 15 AB
o o L AB
B 15- & BC BC gc "° -
7 @ 10- C
2 10+ C o
8 C c C g
E 5_ ﬁ ﬁ E 5_
0 I I I I 0 I I I I I I
S Q& S P P S @ S > O P P
FELS o F FELE o &
N o ¢ X Q
& & S

Figure 18. Lésions intestinales macroscopiques. Les données présentées sont les scores aux j21 (A) et j28 (B). Les barres
représentent les moyennes + I'erreur type. Les traitements non connectés par la méme lettre sont significativement différents, selon
une valeur de p < 0,05. NI, oiseaux non infectés et non médicamentés ; El, oiseaux infectés a Eimeria et non médicamentés ;
El+Rx, El + anticoccidiens conventionnels (30 ppm décoquinate J0-J20 suivi de 125 ppm zoaléne J20-J35 ; EI+Syn, El +
Synbiotec® ; El+Poul, ElI + Alterna Poultry® ; El+Entero, El + Entero-V Poultry® ; SSD, oiseaux challengés au modéle
inflammatoire (sodium sulfate dextran, SSD) ; SSD+CAPS, SSD +CAPS C2PG®.

Les traitements n’ont pas eu d’effet sur les niveaux fécaux de lipocaline (Figure 19). Les niveaux de calprotectine
ont été sous le seuil de quantification (non présentés).
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Figure 19. Mesures fécales de la lipocaline par ELISA au j28. Les barres représentent les moyennes + I'erreur type. Les traitements
non connectés par la méme lettre sont significativement différents, selon une valeur de p < 0,05. NI, oiseaux non infectés et non
médicamentés ; El, oiseaux infectés a Eimeria et non médicamentés; EI+Rx, El + anticoccidiens conventionnels (30 ppm
décoquinate J0-J20 suivi de 125 ppm zoaléne J20-J35 ; EI+Syn, El + Synbiotec® ; El+Poul, El + Alterna Poultry® ; EI+Entero, El
+ Entero-V Poultry® ; SSD, oiseaux challengés au modéle inflammatoire (sodium sulfate dextran, SSD) ; SSD+CAPS, SSD +CAPS

C2PG®.




Le challenge de coccidiose (El) n’a pas modifié I'expression génique de MUC2 et d’OCLN au niveau du jéjunum au
j28 (Figure 20). Le challenge inflammatoire (SSD) a augmenté I'expression de MUC2 (Figure 20A) sans affecter OCLN
(Figure 20B). Les anticoccidiens (EI+Rx) ont augmenté MUC2 et OCLN, mais les additifs n’ont pas eu d’effet (Figure
20). Synbiotec® a montré une tendance a augmenter MUC2 (p=0,10, Figure 20A) et Entero-V Poultry® a montré une
tendance a augmenter OCLN (p=0,08, Figure 20B). Les niveaux de CLDN1 ont été sous le seuil de détection et ne
sont pas présentés.
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Figure 20. Niveaux d’expression de MUC2 et OCLN au jéjunum au j28. Les barres représentent les moyennes + I'erreur type. Les
traitements non connectés par la méme lettre sont significativement différents, selon une valeur de p < 0,05. NI, oiseaux non
infectés et non médicamentés ; El, oiseaux infectés a Eimeria et non médicamentés ; EI+Rx, El + anticoccidiens conventionnels
(30 ppm décoquinate J0-J20 suivi de 125 ppm zoaléne J20-J35 ; EI+Syn, El + Synbiotec® ; El+Poul, El + Alterna Poultry® ;
El+Entero, EI + Entero-V Poultry® ; SSD, oiseaux challengés au modéle inflammatoire (sodium sulfate dextran, SSD);
SSD+CAPS, SSD +CAPS C2PG®.

Les données des AGV cazecaux sont présentées au Tableau 2. Le challenge de coccidiose a diminué les niveaux
d’acide lactique. Le challenge inflammatoire n’a pas modifié les niveaux d’AGV. Les anticoccidiens ont augmenté les
niveaux des acides acétique, isobutyrique et lactique. L’Entero-V Poultry® a augmenté I'acide valérique. CAPS
C2PG® a diminué I'acide isovalérique.

Tableau 2. Acides gras volatiles des contenus caecaux au j28.

Erreur- valeur

AGV NI El EFRX  EMSyn El+Poul El+Entero SSD  SSD+CAPS type dep

Acétique 1147 % 978" 1230% 1145%° 756° 10.00™° 1168 1048 %  0.87  0.012
Butyrique 2.86 2.24 2.76 2.48 1.86 2.38 2.90 2.56 0.27 0.113
Caproique 7.85 11.38 3.99 8.81 7.50 11.58 11.81 8.46 251 0.292
Isobutyriqgue  10.06 ® 831" 1154% 675° 845> 929 10.85 % 8.99° 1.05  0.029
Isovalerique  2.15*  1.70° 199 159 144 159 223° 1.63°  0.17  0.006
Lactique 156% 105° 1877 136™ 122" 126" 1.81° 161 015 0.003
Propionique  1.40 1.50 1.79 1.44 1.62 1.85 1.78 1.69 0.19 0533
Valérique 229 205 233" 231" 199 3417 310% 292  0.33 0.020

Total 38.33 °* 36.05°" 38.09"° 31.85° 28.74¢ 41.37% 4487° 3835° 290 0.012
AGV, acide gras volatile. NI, oiseaux non infectés et non médicamentés ; El, oiseaux infectés a Eimeria et non médicamentés ;
EI+Rx, El + anticoccidiens conventionnels (30 ppm décoquinate J0-J20 suivi de 125 ppm zoaléne J20-J35; EI+Syn, El +
Synbiotec® ; El+Poul, ElI + Alterna Poultry® ; El+Entero, El + Entero-V Poultry® ; SSD, oiseaux challengés au modéle
inflammatoire (sodium sulfate dextran, SSD) ; SSD+CAPS, SSD +CAPS C2PG®.




6. Conclusion

En résumé, les résultats de cette étude ont permis d’étudier in vitro des ingrédients d’additifs qui visent le contrble de
la coccidiose aviaire et de déterminer I'effet de ces additifs sur les performances zootechniques et sur la santé
intestinale chez le poulet de chair. Plusieurs composés, comme des polyphénols et des extraits de cannelle, de thym,
d’ail, d’anis, de basilic et de pin, ont montré des effets sur le parasite Eimeria a des doses sécuritaires in vitro. Dans
ces essais réalisés en cages, les additifs alimentaires et dans I'eau de boisson n’ont pas eu, de fagon évidente, d’effet
sur les performances de croissance des poulets de chair. Cependant, des additifs alimentaires et dans 'eau de
boisson qui contiennent les composés actifs démontrés in vitro, a savoir I'Alterna Poultry®, le CAPS C2PG® et
I'Entero-V Poultry®, ont amélioré la perméabilité intestinale, et 'Entero-V Poultry® a diminué I'excrétion du parasite
dans un contexte de challenge inflammatoire ou de challenge a la coccidiose chez le poulet de chair. Des essais au
sol et des essais dans des poulaillers commerciaux pourraient permettre de mieux étudier I'effet zootechnique des
additifs.
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