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INTRODUCTION

Ces derniéres décennies la production et la consommation de volailles ont
considérablement évolué. Les volailles ont quitté la basse-cour pour une production
rationalisée, industrialisée, dont la filiere s’est structurée. En aviculture la filiére poulet de
chair conserve la premiére place avec trois types de production : export, standard et label.
De plus, alors que les oiseaux étaient traditionnellement consommeés entiers, les produits
transformés issus des ateliers de découpe prennent de plus en plus de part de marché.

Cependant, alors que I'industrie en aviculture passe généralement par une bonne
maitrise des facteurs d’ambiance, les importantes densités d’animaux en élevage
impliquent des risques sanitaires permanents. En ce qui concerne les maladies
respiratoires plusieurs facteurs peuvent intervenir agissant en synergie avec les colibacilles

souvent considérés comme agents pathogénes.

La colibacillose aviaire est une pathologie dominante dans les problemes respiratoires
des volailles en élevage industriel. C’est une maladie infectieuse, contagieuse, inoculable
dans certaines conditions, due le plus souvent a des souches de sérotypes O1K1, O2K1 et
O78K80 réputés hautement pathogeénes ( Gross et all., 1991, Mogenet et all.,1997,
chanteloup et all.,1991, charles et all., 1994, cloud et all., 1986).

Les autres sérotypes représentés de maniére significative sont : Og, O1s, O1s, O35, Oss,
O109, O115 et O116 ( Brée et all.,1989,Dho Moulin et all.,1990.,Babai et all.,1997,Dho Moulin et
Fairbrother.,1999.,Blanco et all.,1997). Cette affection a point de départ respiratoire est
secondaire a une infection virale ou mycoplasmique, elle se traduit cliniquement par des
lésions fibrineuses des séreuses (péricardite, péri hépatite et conduit par la suite a une

septicémie entrainant la mort de I'animal. Son importance hygiénique est pratiquement



nulle, bien que quelques souches pathogenes pour les volailles se rencontrent également

dans les néphrites et les cystites de I'hnomme (charles et all., 1994).

Ces derniéres années l'incidence de la maladie s’est notablement accrue, cette
augmentation est imputable au développement des méthodes d’élevage intensif dans tous
les secteurs de l'aviculture, la colibacillose aviaire est une maladie fréquente
économiquement importante en élevage industriel de volailles et une des principales
causes de la mortalité chez les poulets et les dindes et la cause signifiante des pertes
économiques dans I'élevage industriel des volailles et représente une importante cause de
saisie a I'abattoir (El Fadil et all.,1996). Elle est souvent considérée comme une infection

secondaire (Nakamura et all.,1992)a I'exception de I'infection de la membrane
vitelline, elle est responsable de pertes économiques majeures dans les élevages avicoles.
Les pertes dues a la colibacillose sont si importantes que I'on doit s’attacher a trouver un

traitement ou une prophylaxie efficace (chanteloup et all.,1991).

Son importance économique est considérable. Les pertes dues a la colisepticémie
correspondent aux mortalités observées aux contre performances économiques des lots
infectés aux troubles de la reproduction, chute de I'éclosabilité, augmentation de la mortalité
en coquille ou pendant les premiers jours (Mogenet et all.,1997). La sensibilité des volailles
est maximale d’'une part, et d'autre part a I'age de deux a trois semaines ou la maladie n'a
souvent qu’une faible incidence, et d’autre part vers I'age de six a neuf semaines ou les

conséquences sont beaucoup plus importantes.

Selon une étude réalisée dans les abattoirs anglais,43 % des carcasses
saisies pour une cause de maladie présentaient des Iésions de péricardite, de périhepatite et
d’aérosacculite typiques de la colibacillose, considérant les autres causes de saisies ou les
pertes dues au transport, on estime a environ 5 ou 6 millions d’euros par an, les montants
des pertes dues a la colibacillose en Angleterre (Yogaratnam, 1995). A cela viennent
s’ajouter les retards de croissance, les mortalités en élevage et les frais en antibiothérapie

gu’engendrent les diverses manifestations de cette maladie.

La mise en place d’un modéle expérimental reproduisant la colibacillose permettrait
I’évaluation de I'efficacité de méthodes de prophylaxie sanitaire ou médicale

(antibioprévention, vaccins, flores de barriére...) ou de traitement curatifs ainsi que I'analyse



des facteurs étiologiques prédisposant a la colibacillose. Un tel modéle contribuerait ainsi a
une meilleure maitrise de cette affection dans les élevages.

A partir d'une étude bibliographique nous ouvrirons notre exposé sur une présentation
des colibacilloses aviaires telles qu’elles se présentent suite a une infection naturelle. Ensuite
nous mettrons en évidence les différents criteres a considérer lors de la mise au point d’un
modele expérimental, nous pourrons alors envisager des essais d’évaluations de I'efficacité

des molécules anti infectieuses dans le traitement de cette pathologie.

La discussion des résultats permettra d’aboutir & 'amélioration du modéle proposé.

CHAPITRE |
INFECTION NATURELLE PAR ESCHERICHIA
COLI
CHEZ LES POULETS : LES COLIBACILLOSES
AVIAIRES



L'agent responsable du développement des colibacilloses est Escherichia
coli. De nombreuses souches de E. coli infectent la plus part des mammiféres et des
oiseaux. Chez les volailles la maladie se développe le plus souvent chez les poulets .les
dindes et les canards (GROSS, 1991)

Nous commencerons notre exposé par la présentation de I'agent infectieux

puis nous nous limiterons au descriptif de la maladie.

1.BACTERIOLOGIE : LES FACTEURS DU POUVOIR PATHOGENE

De nombreux criteres ont été utilisés pour définir et quantifier le pouvoir
pathogéne des colibacilles isolés chez les oiseaux et capable de reproduire la maladie

dans les conditions expérimentales.

1.1 MORPHOLOGIE ET CULTURE

Escherichia coli est un bacille gram négatif uniformément coloré, non
sporulé, appartenant a la famille des entérobactéries. Sa taille (2-3 x 0.6 um) et sa forme
peuvent varier et de nombreuses souches possédant des flagelles péritriches sont
mobiles.



E. coli pousse sur milieu ordinaire a des températures comprises entre 18 et
44° C, voire plus bas. Incubées 24 heures sur gélose agar a 37°C, les colonies sont
convexes, lisses et incolores. Elles ont en général un diametre compris entre 1 et 3 mm

avec une structure granulaire et une marge intacte (GROSS, 1991).

Les E. coli des volailles possédent les mémes propriétés biochimiques que
celles isolées a partir d'autres especes. Par exemple, en ce qui concerne la fermentation
des sucres, les E. coli synthétisent des gaz et de l'acide en présence de glucose,
maltose, mannitol, xylose, glycérol, rhamnose, sorbitol ou d’arabinose mais pas en

présence de dextrine, d’'amidon, ou d’inositol.

D’autre part elles produisent une réaction positive au méthyl rouge mais
négative a la réaction de Voges-Proskauer.
D’autres réactions les mettent en évidence (GROSS, 1991), mais les critéres
biochimiques ne permettent pas de différencier correctement les colibacilles pathogénes
des saprophytes (LECOANET, 1992). Néanmoins lors d'un essai ils permettent de

vérifier la présence ou I'absence du colibacill Ié.

1.2 STRUCTRURE ANTIGENIQUE ET IMMUNOGENE

Chaque souche d' E. coli est définie par un sérotype lui-méme déterminé par
'association de différents antigenes. Ce sérotype est déterminant dans la pathogénicité

de la bactérie.

1.2.1 LES DIFFERENTS TYPES D’ANTIGENES

On distingue environ 157 antigenes somatiques de type O (Ag O) chez les colibacilles.
L’antigene somatique ou antigene de la paroi est I'endotoxine libérée lors de I'autolyse
des cellules. Il est composé de complexes des phospholipides et polysaccharides avec
une fraction protéique résistant a I'ébullition. Quinze (15) sérotypes sont actuellement

recensés chez les volailles.

L’antigene capsulaire (Ag K), dont on dénombre 99 types différents, est constitué de

polymeéres d’acide contenant des sucres réducteurs (2%). lls peuvent étre dénaturés lors



du chauffage a 100°C pendant une heure. Selon leur stabilité a la chaleur les antigénes

K sont subdivisés en 3 groupes : L, A et B.

Se retrouvant a la surface des cellules ils sont associés a la virulence de la souche et

interviennent lors de I'agglutination des antigenes O.

Quant a l'antigene flagellaire (Ag H) il est utilisé pour lidentification d’ E. coli et
n'intervient pas dans la pathogénicité. Il s’agit de protéines détruites lors du chauffage a
100°C.

1.2.2 RELATION ENTRE SEROTYPE ET VIRULENCE

Plus de 1000 sérotype d’ E. coli ont été identifiées mais seul un petit pourcentage
impliqué dans I'atteinte des sacs aériens des volailles. Plusieurs études sérologiques ont
révélé que les préléevements associés a une infection par E. coli chez les volailles
correspondent principalement aux sérogroupes 01, O2 et 078 (CLOUD et coll, 1985).
2

La trés grande variété de souches a été étudié de de critéres variés : fermentation
des sucres, sérotypage des antigéenes somatiques O, flagellaires H et capsulaires K,
électrophorése des protéines de la membrane externe, résistance aux colorants,
antibiorésistance, profil plasmidique, polymorphisme des génes codant les enzymes
( KEMPF et all., 1993).

En effet plusieurs équipes ont recherché des marqueurs de virulence. Certains
chercheurs ont remarqué que les sérotypes O1, O2 et O78 avaient des propriétés
biochimiques similaires, telles que la fermentation de certains sucres ou de réactions
enzymatiques. lls ont alors supposé qu’une forte activité métabolique pourrait étre
caractéristique de souches fortement virulentes ou de sérotypes spécifiques associés

aux colibacilles aviaires (Guérin et all., 2008).

Selon CLOUD et coll. (1985), pour les souches isolées de volailles, il ne semble pas
exister de corrélation entre les caractéres biochimiques, la mobilité, la résistance aux
antibiotiques et la pathogenicité. Par exemple, 79% des souches 035 testées

fermentent l'adonitol, 50% [I'ornithine. Ces résultats ne peuvent étre utilisés pour



l'identification des sérotypes car d'autres bactéries peuvent avoir des propriétés

analogues.

NAVEH et coll. (1984), ARP et JENSEN (1980) et SUWANICHKUL et coll. (1986)
soulignent I'importance des pilis qui permettent 'adhésion des bactéries pathogenes aux

cellules de I'épithélium trachéal.

DHO et LAFONT (1984), montrent que les propriétés d’adhésion et les systemes de
captation du fer sont impliqués dans le pouvoir pathogénes des colibacilles aviaires.

Pour WHITTAM et WILSON (1988) l'analyse des profils éléctophorétiques liés aux
variations alléliques de quinze enzymes suggére que la colibacillose aviaire est causée
par un nombre limité de clones pathogénes ; ainsi, dans leur étude, la majorité des
souches responsables de pathologies respiratoires appartiennent aux deux groupes A et
B, définis en fonction de leur profil éléctrophorétique, et plus de la moitié des souches
appartenant a ces deux groupes ont €t” '3 "‘es de Iésions d'aérosacculites ou de
péricardites.

De fait, les études épidémiologiques (CLOUD et coll., 1985) révelent que chez le poulet,
les sérotypes les plus fréquemment isolés sont O2 (26,6%) et O78 (11,3%) : 30/47 des
souches O2 et 16/20 des souches O78 testées se révelent hautement pathogenes pour

le poulet.

Parmi les 1000 sérotypes connus un faible nombre joue un réle important en pathologie
aviaire. Trois groupes sérologiques O1K1, O2K1, O78K80 représentent la majorité des
souches pathogenes de colibacilles aviaires. Par contre d’autres sérotypes pathogénes
sont isolés (O35) et peuvent révéler une certaine spécificité pour une espéce (086 et le
canard) ou pour une expression clinique particuliéere de la maladie (O15 pour les
synovites, Oig pour les aérosacculites).

Lors de I'expérimentation le choix de la souche se fera parmi les sérotypes les plus
fréquemment rencontrés. De plus la virulence de cette souche devra étre suffisamment

importante pour permettre des résultats significatifs.

1.3 LES FACTEURS DU POUVOIR PATHOGENE



Le pouvoir pathogene est a déterminisme plurifactoriel (LECOANET, 1992). Les
mécanismes et les modalités d’action des souches pathogenes de colibacilles aviaires
sont imparfaitement connus, mais aucune endotoxine ni aucune hémolysine ne
semblent associées a la capacité d’ E. coli d'induire une maladie chez les oiseaux.

Les isolements d’ E. coli pathogénes et non pathogénes présentent parfois des
caractéristiques biochimiques et des sensibilités semblables aux anti-infectieux
(GROSS, 1991).

Cependant la virulence des souches aviaires pathogenes nécessite certains caracteres
liés a la cellule (CHAFFER et coll., 1997). Par exemple les souches non pathogénes ne
possedent aucune des deux propriétés d’adhésion a I'épithélium trachéal et de captation
du fer que I'on retrouve chez 52% des souches pathogénes.

Chez les mammiferes le tableau clinique de l'infection par des colibacilles est dominé
par la présence de diarhrées alors que I'entérotoxigénicité n’intervient que dans moins
de 10% des cas chez les volailles. Les fa 4 de virulence des souches aviaires sont
de méme sensiblement différents de ceux retrouvés chez les souches des mammiféres.
(John et all.,2002, Ana cristina et all., 2002)

1.3.1 L’adhésion a I’épithélium respiratoire

L’adhésion a I'épithélium respiratoire peut jouer un réle déterminant en ce qui concerne

les affections respiratoires.

En 1978 ARP expose des dindons a des aérosols d’ E. coli et montre que les souches
pathogenes persistent plus longtemps que les souches non pathogénes dans les voies

respiratoires.

En 1982 DHO et LAFONT démontrent que les souches pathogenes présentent une
meilleure aptitude a coloniser la trachée de poulets axéniques ou SPF. D’ou I'hypothese
gue I'adhésion bactérienne peur intervenir dans les premieres étapes de colonisation de

'animal.



Deux ans plus tard (DHO et LAFONT, 1984) ils établissent une corrélation entre la
propriété d’adhésion (mesurée par des tests d’adhésion in vitro aux cellules épithéliales du
pharynx de poulets axéniques) et la virulence évaluée par la DLso pour le poussin d’'un

jour.
1.3.1.1 Méthode de mise en évidence de la capacité d’adhésion des E. coli

Des études permettant de quantifier les propriétés adhésives ont permis de démontrer
gue 63% des souches adhésives et seulement 23% des souches non adhésives étaient

virulentes.

Il est probable que ces capacités d’adhésion sont fonction de la présence a la surface des
bactéries pathogenes de pili facilitant in vivo comme in vitro I'adhésion des E. coli aux
cellules épithéliales de la tranchée du poussin, ces structures ne s’exprimant que pour
certaines températures de culture (37°C). La présence de ces pili augmente en effet la

gravité et la fréquence de la maladie expérir S5 (Benoit L., 2003)

L’'attachement spécifique de E. coli (O1K1, O2K1, O78K80) a I'épithélium trachéal de
poulet a été étudié en utilisant des facteurs d’inhibition de I'adhérence.

Le role des pili dans l'adhésion a été mis en évidence en bloquant les pili & l'aide
d’anticorps antipili.

Quand a la nature des récepteurs de la cellule héte a été déterminé en bloquant
'adhésion de la bactérie avec des hydrocarbonates ou des lectines spécifiques et en

détruisant le récepteur avec du métaperiodate de sodium.
1.3.1.2 Résultat

Les pili des sérotypes pathogénes O1, O2 et O78, isolés et purifiés par centrifugation en
gradient de densité présentent une densité et une morphologie identiques. Sur le plan
antigénique les pili des O78 appartiennent au sérotype de référence 1 au quel semblent
aussi apparentés les pili O2. les pili O1 ne sont pas encore répertoriés cependant

guelques souches non virulentes peuvent étre adhésives.

Les anticorps antipili des 3 sérotypes inhibent de facon significative leur adhérence, ce qui

suppose le réle de monosaccharides au niveau du récepteur de la cellule héte.



Le D-mannose et son dérivé le méthyl-a-D-mannopyranoside, inhibent 'adhésion des a
été confirmé par linhibition de ces deux sérotypes par la concanavaline A. par contre

aucun des sucres ou des lactines n’a permis l'inhibition du sérotype 02 (GYIMAH, 1987).
1.3.1.3 Expression des structures d’adhésion

Différents tests phénotypiques ont permis de mettre en évidence les structures
responsables de l'adhésion des E. coli aviaires: hémogglutination, , inhibition de
I'adhésion par le D- mannose.

Ces structures sont des fimbriae de type 1 (SHUWANICHKUL et coll.,, 1987 ; DHO-
MOULIN et al., 1990)de nature protéique codés par le chromosome (HACKER,1990). lIs
sont constitués d'une sous-unité majoritaire, la fimbrize et de plusieurs sous-unités
minoritaires, parmi lesquelles I'adhésine, protéine fonctionnelle responsable de I'adhésion
aux résidus de D-mannose présents sur les 6 s épithéliales.

L’étude des protéines constituant les fimbriae de type 1 présents sur les E. coli aviaires a
mis en évidence une variabilité de la fimbriae, en relation avec le sérogroupe des souches
(DHO-MOULIN et al.,, 1990). Par contre, le poids moléculaire et les propriétés
antigéniques de l'adhésine semblent beaucoup plus constants (CHANTELOUP et al.,
1991)

D’autres types de fimbriae ont été détectés tels que ceux du type P et F1C (DHO-MOULIN
et al., 1990) la présence de I'opéron pap, responsable de la synthése des fimbriae de type
P a été démontré dans 44% des souches isolées de poulets septicémiques (DOZOIS et
al., 1992). Cependant I'expression phénotypique des fimbriae de type P n’a été mise en
evidence que dans un faible pourcentage de cas. La signification de la présence de
I'opéron pap chez les souches aviaires est actuellement a I'étude. Les fimbriae F1A (type
1) ou variants sont impliquées dans l'adhésion in vitro aux cellules pharyngées et
trachéales des poulets (Marc et all., 1998). Son expression ne fut jamais observée dans
d’autres organes ni dans le sang (Dozois et all., 1994). Cependant les fimbriae P
n’interviennent pas dans l'adhérence in vitro aux cellules épithéliales du tractus

respiratoire supérieur.

Pour suivre I'évolution des E. coli dans l'organisme (POURBAKHSH et all.,. 1997 a,

Jordan et Patisson., 1996) ont étudié I'expression in vitro des fimbriae P et F1 chez les



bactéries colonisant les poumons, les sacs aériens et les organes internes des
oiseaux(Foie, Coeur et rate). lls en ont déduit que I'expression des fimbriae varie selon
I'organe colonisé.

Par exemple la muqueuse trachéale des poulets posséde des récepteurs aux fimbriae F1
mais pas de récepteurs aux fimbriae P. seuls les fimbriae F1 ont la possibilité de se fixer
au niveau de I'épithélium trachéal et les bactéries n’expriment alors pas de fimbriae de
type P a ce niveau. Les fimbriae F1 sont probablement impliquées dans la colonisation
initiale du tractus respiratoire supérieur des oiseaux, tandis que les fimbriae P
interviendraient dans la colonisation des organes et le développement de la septicémie.

( Dozois et all.,1995)

L'expression des fimbriae F1 semble s’atténuer lors de la progression des E. coli le long
du tractus respiratoire : elle est moins intense dans les sacs aériens et le poumon qu’au
niveau de la trachée. D’autre part des sites de fixation ont également été mis en évidence
au niveau des reins. Par contre les fim* - P ne s’expriment pas chez les E. coli
localisées dans le sang et les liquides inter _ .. _._.

Les fimbriae de type P furent d’abord découverts chez des souches d’E. coli associées a
des infections du tractus urinaire supérieur chez 'lhomme(Kallenius et al., 1981). lIs jouent
un role important dans I'adhérence aux cellules uroépithéliales et dans le développement

des pyélonéphrites.

Il faut noter cependant que toutes les souches pathogenes ne produisent pas de fimbriae
P; ces fimbriae ne seraient donc pas indispensables au développement de la
colisepticémie aviaire mais présenteraient un avantage dans certains processus
pathologiques car la protéine pap G, localisée en région distale des fimbriae P, protége
les E. coli de I'action bactéricide des neutrophiles.

An a montré in vitro que l'expression des fimbriae dépend de I'environnement
(Température, pH), des nutriments (glucose, alanine), de la phase de croissance et du
régime (variation, réarrangement génomique). L'expression des fimbriae peut aussi varier
in vitro selon les différentes étapes d’infection de I'héte (POURBAKHSH et coll. ; 1997 a).

Le phénomene d’adhésion bactérienne aux voies respiratoires des volailles est donc lié a
la présence de fimbriae de type 1 a la surface des souches pathogenes d’ E. coli capables
de se fixer au résidus D-manose en surface des cellules épithéliales du tractus

respiratoire (Benoit L., 2003).



Il est cependant possible que d’autres mécanismes interviennent, tel que la fixation a la
fibronectine cellulaire par l'intermédiaire de certains fimbriae de type 1 (GONZALES et
al., 1990). L'exploration des propriétés multiples exprimées par les fimbriae typel est loin
d’étre terminée : d’autres études montrent qu’ils sont également susceptibles de se fixer
au plasminogene et d’'induire ainsi une activité plasmine, ou encore d'interférer avec la
phagocytose (PARKINNEN et KORHONEN, 1989)

1.3.2 Le systeme aérobactine de captati g fer

La faible quantité de fer disponible dans les liquides physiologiques ne permet pas aux
bactéries de pouvoir s'y multiplier. C’est pourquoi, elles ont acquis un systéme trés
efficace de captation du fer leur permettant desurvivre en présence de faibles
concentrations en fer. Plusieurs études ont montré que la plupart des souches EPEC
(73-98%) possede le systeme d’'acquisition du fer appelé aérobactine, alors que les
souches non pathogénes le produisent moins fréquemment (Dho et al.,1984; Lafont et
al., 1987; Emery et al., 1992). Ce systeme, dont 'opéron est situé sur un grand plasmide
(80Kb), fonctionne in vivo et son rble principal serait de permettre aux bactéries de
pouvoir se multiplier dans le sang ou les organes autres que l'intestin (Williams, 1979;
Vidotto et al., 1991; Wooley et al., 2000). La production d'aérobactine est possible par
lers colibacilles responsables d'infections systémiques et les bacilles entéro-invasifs
(WILLIAMS et ROBERTS,1989;POHL,1993).

Chez les E. coli aviaires, I'expression du systeme aérobactine, mis en évidence par des
tests génotypiques et par des tests phénotypiques, est corrélée a la virulence testée par

le taux de létalité sur le poussin d'un jour (LAFONT et al., 1987).

Le déterminisme génétique du systéme aérobactine chez les E. coli aviaires est
probablement plasmidique, comme l'ont montré des études préliminaires localisant
l'opéron aérobactine sur des plasmides col Y (VALVANO, 1992). Il n'est cependant pas

exclu que dans certaines souches ces genes puissent étre portés par le chromosome.

1.3.3 La résistance au pouvoir bactéricide du sérum



La résistance au pouvoir bactéricide du sérum est un phénomeéene multifactoriel faisant
intervenir des antigenes de surface de la bactérie qui interférent avec les défenses non
spécifiques de I'hdéte. Elle peut étre appréciée en mettant un inoculum connu de
bactéries en présence de sérum, et en effectuant des comptages bactériens a

intervalles réguliers.

L'étude de (ELLIS et all. 1988) sur 25 souches d' E. coli isolées de dindes, montre que
la résistance au pouvoir bactéricide du sérum est souvent associée a la virulence
mesurée par un test de létalité sur dindonneaux. (DOZOIS et all. 1992) ont mis en

évidence une association de méme type.

Cependant la résistance au pouvoir bactéric‘if*cé A sérum, définie principalement par un
test de croissance bactérienne, néces: des études plus détaillées des
mécanismes en jeu qui peuvent probablement étre différents selon les souches. Par
exemple l'antigéne capsulaire K1, présent sur les souches du sérogroupe 02, est

susceptible d'interrompre la cascade du Complément (CROSS, 1990).

1.3.4 La résistance aux colicines

Les bactériocines sont des substances bactéricides produites par de nombreuses
espéces de bactéries a Gram négatif ou positif et actives sur d'autres souches des
mémes espéeces bactériennes ou d'espéces voisines. La production de bactériocine par

une souche est gouvernée par un plasmide.

Une souche produisant une bactériocine est résistante a la bactériocine gu'elle produit.
L'étude de la sensibilité d'une souche a d'autres bactériocines permet un marquage
utilisable a des fins épidémiologiques. La détermination du bactériocinotype n'est faite
que par des laboratoires trés spécialisés. La bactériocinotypie effectuée pour
Escherichia coli révele les colicines.

Les colicines agissent contre les bactéries en inactivant 'ARN et la synthése des
protéines, en dégradant 'ADN, en inhibant la phosphorylation oxydative et en altérant la

perméabilité membranaire.

Des souches d' E coli peuvent étre résistantes a plusieurs colicines. La résistance

apparait suite a la perte des récepteurs de colicine, par inactivation directe de la



colicine, ou en produisant un plasmide codant pour une protéine “immunitaire" dirigée

contre la colicine. (Penelope S et all., 2003).

Les plasmides codant pour la colicine V (Col V), dabord trouvés chez les
entérobactéries virulentes, codent pour plusieurs propriétés virulentes autre que la
production de Col V. On retrouve ainsi la présence de plasmides de transfert et du
systéeme aérobactine-fer, la capacité de survivre dans le sérum et de résister a la
phagocytose, la mobilité, I'hydrophobie et I'adhérence a I'épithélium intestinal (WOOLEY
et all., 1994 et MUSANGU et all., 1996)
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1.3.5 La production de toxines

Les E coli aviaires ne produisent pas d'hémolysine
La production d'entérotoxines semble anecdotique:

o] SEKIZAKI et al, (1984) décrivent la production d'une toxine
thermostable, de type Sta par une souche isolée de poulet;

o] TSUJI et al. (1988) ont étudié une entérotoxine thermolabile, identique
a la toxine LT de la souche d'origine humaine HI0407, produite par une souche d’E. coli

aviaire isolée aux Philippines.

Parmi les substances a activité cytotoxique, la "chick-lethal-toxin" de Truscott, ou la
toxine Vir de Williams Smith proche de CNF2 (OSWALD et DE RYCKE, 1990), bien que
mises en évidence sur des souches isolées de poulets n'ont été retrouvées que sur

guelgues souches d'origine aviaire.

Par contre |'étude de EMBRY et coll. (1992), sur 500 souches d'origine aviaire met en
evidence deux types de cytotoxines dans un pourcentage relativement élevé : une
toxine thermolabile cytotoxique pour les cellules YI et les cellules Véro en culture (6 %
des souches), et une vérotoxine active seulement sur les cellules Véra (13 % des
souches).

La caractérisation plus précise de ces toxines pourrait étre d'un grand intérét. D’autres



études montrent que les souches APEC sont capable de produire des toxines pouvant
étre impliqguées dans le processus pathogénique (Kata et all., 1992, Pareira et all.,
1998).

1.3.6 Hémagglutination

Récemment, il a été montré que le géne tsh isolé d'une souche EPEC (E. Coli
entéropathgene) de poulet et localisé sur un plasmide codant pour une hémagglutinine
sensible a la température, est associé préférentiellement a ces souches et ne se retrouve
pas chez des souches d’E. coli isolées de feces d’animaux sains (Provence et Curtiss et
all, 1994). La prévalence du gene tsh a été d’ailleurs investiguée sur une collection de 300

souches APEC testées sur le modele du poussin d’'un jour. Les résultats indiquent que
parmi les souches possédant le géne tsh, 90,6 11 partie des souches les plus virulentes
(Dozois et al., 2000). De plus, des études menées avec un mutant tsh montrent que Tsh
peut contribuer au développement des Iésions dans les sacs aériens, mais n’'est pas
nécessaire a la bactérie pour coloniser 'ensemble de I'animal et créer des lésions de

péricardite, périhépatite et induire de la septicémie (Dozois et al., 2000).
1.3.7 Autres adhésines

Des études récentes d’hybridation sur colonies basées sur une collection de 1600 souches
d’E. coli aviaires isolées d’animaux morts de colibacillose ont mis en évidence que des
adhésines F17 et Afa VIII présentes chez d’autres especes animales comme le bovin ou le
mouton (Pohl et Mainil, 1995; Martin et al., 1997; Mainil et al., 1997; Le Bouguénec et al.,
1999; Lalioui et al., 1999; Gérardin et al., 2000; Mainil et al., 2000), et jusqu’alors non

décrites chez la volaille, sont également présentes chez celleci (Stordeur et al., 2002).

1.3.8 Antibiorésistance

Depuis 1950 les mesures de controle d'infection par E. coli associée a la maladie
dépendaient surtout de mesures prophylactiques ou de I'emploi thérapeutique de certains
antibiotiques, de la vaccination contre les virus respiratoires et de mesures sanitaires
concernant les couvoirs. Or les souches résistantes aux antibiotiques se multiplient. La
résistance a un ou plusieurs antibiotiques peut étre transférée par l'intermédiaire des

plasmides de facon intra spécifique, interspécifigue ou entre des bactéries de genres



différents. Par exemple, bien que la streptomycine soit rarement utilisée, la forte résistance

a cet antibiotique peut étre associée

Aux transferts de plasmides responsables aussi de la résistance aux tétracyclines
(CLOUD et coll., 1985).

D'autres marqueurs de virulence ont été étudiés : le pouvoir hémaglutinant, la sensibilité

au mannose et I'hydrophobicité de surface cellulaire dont sont pourvues

respectivement plus de 62% et 85% des souch 12 lentes (LECOANET, 1992).

1.4 ROLES DES FACTEURS DE VIRULENCE

L'étude in vitro des facteurs potentiels de virulence confirme que les E. coli aviaires ne sont
pas de simples bactéries opportunistes, mais possedent des propriétés qui leur permettent

théoriquement de franchir les étapes successives d'invasion de I'héte.

1.4.1 Du génome a la pathogénie

L'étude du génome de la bactérie permet de mieux comprendre l'origine des facteurs de
virulence. Ainsi l'expression des fimbriae de type 1 a été visualisée par
immunofluorescence dans la trachée et les sacs aériens de poulets axéniques, apres
inoculation de souches d' E. coli pathogenes (DOZOIS et al. 1994). L'obtention de
mutations dans les opérons responsables de la synthése des fimbriae devrait permettre de
préciser leur réle dans la pathogénie en comparant les souches fimbriae positives et
fimbriae négatives.

De méme la comparaison de souches d' E. coli Kl + d'origine humaine et de leurs mutants
isogéniques Kl-, montre qu'en I'absence de l'antigéne Kl, la |étalité pour le poussin d'un jour
décroit significativement, la DL50 passant de 10? a 10’bactéries (CZIROK et al., 1990).
D'autre part, plusieurs études ont démontré le réle des plasmides de haut poids moléculaire
dans la virulence d' E. coli pour le poulet. Suivant les souches étudiées, ces plasmides
codaient pour un ou plusieurs facteurs de virulence. (IKE et all., 1992), aprés avoir obtenu

la cure d'un plasmide de 100 Mdal (pK.ll00) d'une souche pathogene aviaire 02, ont



observé une perte simultanée de la virulence pour le poussin et de la résistance au pouvoir

bactéricide du sérum.

Nous pouvons ainsi schématiser l'intervention des différents facteurs de virulence dans la
pathogénie de la bactérie. L'adhésion par lintermédiaire des fimbriae de type 1
interviendrait dans la premiére étape de colonisation de l'appareil respiratoire, puis le
systéme aérobactine permettrait la multiplication dans l'organisme. La résistance aux
défenses immunitaires de I'néte serait assurée par la résistance au pouvoir bactéricide du

sérum dans laquelle sont impliqués des antigenes de surface encore incomplétement

définis. 13

1.4.2 Essais d'immunisation (GYIMAH, Lvo1)

A c6té des vaccins classiques utilisant des bactéries entieres inactivées appartenant aux
sérogroupe majoritaires, divers essais d'immunisation ont été effectués, basés sur

l'utilisation des facteurs de virulence comme antigenes.

L'immunogénétique de la bactérie entiere E. coli a été étudiée chez le poulet. Les
poulets vaccinés contre la souche homologue sont protégés contre les infections
respiratoires et éliminent mieux les E. coli de leurs tissus que les poulets non vaccinés.
Néanmoins la cellule bactérienne entiére d' E. coli ne procure pas de protection croisée

contre d'autres souches pathogenes (Huang.H., 1999)

L'utilisation de fimbriae purifiés comme antigénes vaccinant a montré que l'efficacité de
cette méthode était limitée par la variabilité antigénique de la fimbrilline (GYIMAH et al,
1986). La protection des poulets vaccinés se traduit par une mortalité plus faible, des
lésions bénignes et une élimination plus efficace des bactéries. La protection est
meilleure lorsque les pili de plusieurs sérotypes sont combinés dans un vaccin
multivalent

Les protections offertes par la cellule entiere et par les pili sont donc comparables.

L'immunisation passive de dindes avec des anticorps dirigés contre les protéines de la
membrane externe régulées par le fer a résulté elle aussi en une protection partielle
(BOLIN et JENSEN, 1987).



Une étude menée par DESMETTRE (1982) montre que l'immunité de reproductrices
ayant recu un vaccin a bactéries inactivées associé antipasteurellique et
anticolibacillaire en adjuvant huileux se transmet passivement aux poussins et persiste
chez eux environ 3 semaines. Elle augmente leur résistance a un stade ou ils sont

particulierement sensibles.

Actuellement, des essais de protection des poussins par immunisation de reproductrices

contre l'aérobactine sont en cours.
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2. EPIDEMIOLOGIE ANALYTIQUE

E. coli colonise le tractus digestif, notamment le colon, des animaux a une
concentration bactérienne d'environ 10° / g Sa présence dans la litiére et I'eau de

boisson indique une contamination d'origine fécale.

2.1 CONTAMINATION DES INDIVIDUS

Parmi des poulets sains, 10 a 15 % des colibacilles intestinaux correspondent a des
sérotypes potentiellement pathogénes. Cependant sur un méme oiseau, les souches
intestinales ne sont pas nécessairement du méme sérotype que celles isolées du sac
péricardique et responsables des lésions de colibacillose.

La contamination de l'ceuf par les E. coli pathogénes peut étre responsable d'une
mortalité élevée des poussins. La plus importante source de contamination des ceufs
semble étre la contamination fécale de la surface de I'ceuf suivie du passage des
bactéries au travers de la coquille puis des membranes. Cependant les colibacilles
pathogenes sont plus fréquents au niveau de l'intestin des poussins nouvellement éclos

que dans les ceufs, ce qui suggére une diffusion rapide apres I'éclosion.

2.2 TAUX D'INFECTION (CLOUD et coll., 1985)

Environ 50 % des E. coli isolées sur des poulets de chair &gés de 2 a 8 semaines sont

associées a une atteinte des sacs aériens.



Seul un petit nombre de souche d’ E. coli est identifié. De nombreux colibacilles sont en
effet non sérotypables. Il s'agit le plus souvent de souches non pathogenes. Cloud

(1985) a étudié la non sérotypie des E. coli a partir de 197 isolements:

* 30,5 % des antigénes 0 sont non identifiés;
* 63,5 % des antigénes K sont non identifiés;

» 33,5 % des antigenes H sont non identifiés (41,6 % des souches sont non mobiles et

ne possedent pas d'antigénes flagellaires).
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Alors que classiqguement les sérotypes préuuimimants en colibacillose aviaire sont O1,
02 et O78, Cloud (1985) a mis en évidence I'émergence du sérotype 0ss (8,5 % des
prélevements sur poulets de chair agés de 2 a 8 semaines). Il n'y a par contre pas de
sérotype prédominant dans les isolats obtenus a partir des sacs vitellins des poussins

sains, mais 50 % de ces colibacilles sont non sérotypables.

2.3 VOIES D'ENTREE ET MODES DE TRANSMISSION

Il est généralement admis que la principale voie de contamination est le tractus
respiratoire supérieur ou le pharynx. La contamination se fait alors a partir des particules
de plumes ou de duvet, et de la poussiere des litieres. En effet suite a la contamination
fécale, la poussiére des poulaillers peut alors renfermer 10° a 10° E. colilgo
(Oyetunde.,1978)

En raison des caractéres anatomophysiologiques des oiseaux 5 (Figure 1) plus de 80%
des particules inhalées atteignent le sac aérien abdominal. Une faible part de Jair
inspiré pénétre dans le poumon tandis qu'il arrive majoritairement directement dans !es
sacs aériens posteérieurs (Figure 2). Les germes pathogenes peuvent donc étre déposés
en grand nombre au contact directe des organes profonds En effet les moyens de
défense anti-infectieux propres aux sacs aériens sont treés limités, ce qui explique la
fréquence et la gravité des aérosacculites, des infections respiratoires profondes et
l'influence déterminante des conditions environnementales sur I'épidémiologie de la
colibacillose maladie respiratoire chronique (LECOANET, 1992).

La forme génitale de l'infection fait souvent suite a la localisation respiratoire, ovaire et
oviducte se contaminant par voie descendante au contact du sac aérien abdominal
gauche (LECOANET, 1992).
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L'entrée des bactéries peut aussi avoir lieu depuis le tractus digestif (Gross., 1994, Dho
Moulin et fairbrother., 1999). Le colon et les caeca des poulets adultes contiennent entre
10° et 10° CFU d' E. coli par centimétre d'intestin ou 10° a 10’ CFU/g d'intestin.
Cependant la microflore intestinale normale des poulets géne le développement
d'autres bactéries par compétition des nutriments et des récepteurs communs. Elle
réduit ainsi la colonisation du tractus digestif pat les E. coli pathogenes et les
salmonelles, et limite le passage d' E. coli pathogénes depuis l'intestin au systéme

circulatoire.

La flore intestinale intervient aussi par la production de colicines. Les colicines sont des
protéines bactéricides, entre 50 et 80 kilodaltons, produites par les E. coli et les autres
entérobactéries. Environ 20 colicines différentes ont été mises en évidence, ayant
toutes une action contre E. coli ou des bactéries étroitement apparentées (WOOLEY,
1994).

L'infection peut se transmettre verticalement par les ceufs, cas le plus rare, lors
d'infection du tractus génital. Le plus souvent elle se transmet a I'ceuf horizontalement,
par les coquilles d'ceufs souillées de feces lors du passage dans le cloaque ou en
tombant sur une litiere sale. A I'éclosion les bactéries emprisonnées lors du séchage de
la cuticule sont alors restituées sous forme d'aérosol. Ou par le biais de vecteurs
animés ou inanimés (LECOANET, 1992, Gross., 1994, Dho Moulin et fairbrother., 1999,
Jordan et Patisson., 1996).

Les déjections des rongeurs contiennent souvent des colibacilles pathogenes. D'autre
part, les sérotypes pathogenes peuvent aussi étre introduits dans les élevages par de
I'eau contaminée (GROSS, 1991)

2.4 INFLUENCE DE DIFFERENTS PARAMETRES (sexe, &age, race, condition

d'élevage)

L'intervention unique du colibacille en pathologie aviaire est rare et n'est le fait que de
souches trés virulentes. Les jeunes sont plus sensibles aux maladies colibacillaires en
raison d'un systeme immunitaire immature et d'une flore intestinale incompléte ne
remplissant pas son réle de barriere.

A I'état adulte, la colisepticémie est souvent associée a une infection virale telle que la
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bronchite infectieuse, la rhinotrachéite aviaire chez la dinde, la maladie de Newcastle et
la laryngotrachéite infectieuse. Elle peut aussi accompagner une infection par

Mycoplasma gallisepticum ou synoviae.

Les ré6les respectifs du colibacille et de ses auxiliaires sont souvent difficiles a préciser,
ne serait-ce que sur le plan chronologique. Il est admis que mycoplasmes et virus font
sortir secondairement une colibacillose, a la faveur d'une immunodépression transitoire
(maladie de Gumboro ou de Marek par exemple) mais E. coli est lui-méme
immunodépresseur (LECOANET, 1992). En effet une immunodépression transitoire
peut apparaitre chez les poulets infectés jusqu'a 14 jours aprés linoculation et les
rendre beaucoup plus sensibles a d'autres infections et d'autres stress (NAKAMURA et
coll., 1986).

De plus les conditions d'élevage ne sont pas a négliger. En effet, un taux élevé
d'ammoniac, produit par la décomposition microbienne de I'acide urique dans les fientes
des volailles, favorise l'entrée des colibacilles par les voies respiratoires en les

fragilisant.

D'autres facteurs d'environnement peuvent aussi intervenir tels que la surdensité, une
mauvaise ventilation, un déficit ou un déséquilibre alimentaire, une mauvaise qualité de
litiere (humidité) et toute manipulation stressante telle que l'administration d'un vaccin
vivant par voie respiratoire (vaccins contre la bronchite infectieuse, la rhinotrachéite

aviaire et la maladie de Newcastle).

Ainsi la maladie colibacillaire est souvent le résultat de fautes d'élevage plus ou moins
aggravées par l'intervention d'agents infectieux. Par exemple une eau de boisson de
mauvaise qualité, responsable d'entérite, peut déclencher une diarrhée humidifiant la
litiere. Les fientes fermentent ce qui produit un dégagement d'ammoniac. L'apparell
respiratoire est alors irrité et le développement de maladies respiratoires est favorisé en
présence de colibacilles (VILLATE, 1997).

Cependant dans le cadre d'élevage industriel la socialisation des volailles a 'homme

joue un rdle important sur leur résistance a l'infection bactérienne.
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Les pertes dues a la colibacillose représentent un colt économique du non seulement
aux mortalités mais aussi aux contre-performances économiques des lots infectés et aux
différents troubles de la reproduction (chute de I' éclosabilité, augmentation de la mortalité

en coquille ou en boite les premiers jours).

3 EXPRESSIONS CLINIQUES DE L'INFECTION SPONTANEE

Contrairement a ce qui se passe chez les mammiféres, E. coli, chez les volailles, n'est
gu'assez peu impliqué en pathologie digestive mais participe a des syndromes variés
evoluant sous forme septicémique ou localisée: maladie respiratoire chronique, omphalite,
synovite, salpingite, coligranulomatose (LECOANET, 1992). Ces infections extra
intestinales, systémiques sont dues aux propriétés invasives des souches en causes bien
que la dissémination des bactéries se fasse le plus souvent & partir du systéme
respiratoire (DHO- MOULIN, 1993)

Les manifestations cliniques différent suivant I'age de I'animal.

3.1 LES COLIBACILLOSES RESPIRATOIRES ET LA COLISEPTICEMIE

La colibacillose respiratoire et la colisepticémie représentent une dominante pathologique

chez les poulets de chair élevés industriellement.

Elles se présentent souvent chez les animaux de 6 a 10 semaines comme une
complication d'une infection mycoplasmique ou virale (virus de la bronchite infectieuse
IBV, virus de la maladie de Newcastle NDV dont les souches vaccinales) survenue dans
les deux ou trois premieres semaines de vie, les conditions d'ambiance jouant un réle

déterminant dans I'apparition et la gravité du processus (LECOANET, 1992).

L'infection naturelle de I'appareil respiratoire des volailles par E. coli semble se produire
lors d'inhalation de poussiéres contaminées par les fientes. Le lieu précis ou les E. coli se

déposent au niveau du tractus respiratoire n'est pas connu.

Pour éliminer les particules inhalées, les poumons des oiseaux dépendent
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principalement de la phagocytose par les cellules épithéliales de la zone des
parabronches. lls ne possedent pas de défense cellulaire similaire aux macrophages

alvéolaires des mammiféres au niveau de la zone d'échange des gaz.

D'autre part il n'y a aucun mécanisme de défense cellulaire au niveau des sacs aériens
et leur protection dépend de [lafflux de polynucléaires hétérophiles lors de

I'inflammation.

Ainsi, les régions d'échanges gazeux entre le poumon et les sacs aériens sont
relativement sensibles a la pénétration et a la multiplication des bactéries. La zone des
capillaires aériens du poumon est alors un important site d'entrée des E. coli dans le
systéme circulatoire des oiseaux (POURBAKHSH et coll., 1997 b).

3.1.1 La maladie respiratoire chronique

L'inhalation de poussiere contaminée par les coliformes est la plus importante source
d'infection des sacs aériens. L'exposition a la poussiére et a I'ammoniac entraine la
déciliation du tractus respiratoire supérieur des oiseaux. Ensuite les voies respiratoires
non indemnes deviennent tres sensibles a l'invasion d' E. coli ce qui permet aux E. coli

inhalées d'infecter les sacs aériens (GROSS, 1991, Monroe et all., 2003).

La maladie résultante est communément appelée maladie des sacs aériens ou maladie
respiratoire chronique. La maladie des sacs aériens apparait principalement chez les

poulets agés de 5 a 12 semaines avec un pic entre 6-9 semaines.

Les oiseaux malades sont prostrés, anorexiques et présentent des symptomes
respiratoires non spécifiques (éternuements, rales, toux, jetage, larmoiements, sinusite).
L'extension de l'infection (aérosacculite) provoque des Iésions fibrineuses des séreuses
(péricardite et une péri hépatite). Plus rarement une panophtalmie, une salpingite, et des

infections des os et des structures synoviales peuvent apparaitre apres une septicémie.

by

La morbidité dépasse souvent 20% et la mortalité reste inférieure a 5% sauf

complications (Salvadori et all., 2001).

22



Photo 01 : Péricardite, et périhépatite lors d’'une colibacillose aviaire

(Villate., 2001)

Les formes subcliniques provoquent une diminution de la prise alimentaire et les
conséquences de la maladie sont surtout d'ordre économique et condamnent les
oiseaux a l'abattage (GROSS, 1991 et LECOANET, 1992).

3.1.2 Le syndrome de la grosse téte

La rhinotrachéite infectieuse de la dinde (RTI) est une affection respiratoire aigué
observée pour la premiére fois en Afrique du Sud au début des années 70.

La maladie affecte les dindes de tout age et les signes cliniques caracteéristiques sont
des jetages nasal et oculaire intenses et un cedéeme sous-cutané d'abord périorbitaire

puis qui S’étend a la face et a la région sous mandibulaire .

La RTI est causée par un pneumo virus, le virus de la trachéite de la dinde (RTN). Or ce
virus a aussi été étroitement associé a la maladie des poulets appelée syndrome
infectieux du gonflement de la téte (SIGT). Les troubles respiratoires sont plus discrets
et le gonflement de la téte prédominant. Ce syndrome a été décrit pour la premiére fois
en 1978 en Afrique du Sud, puis dans de nombreux autres pays et montre de grandes

similitudes avec la rhinotrachéite infectieuse de la dinde.
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L'hypothése d'une relation entre le virus de la rhinotrachéite de la dinde et le syndrome
de la grosse téte a été évoqué suite a la mise en évidence d'anticorps contre le virus
RTIV chez des poulets présentant les signes cliniques du syndrome de la grosse téte.

Plus tard le virus RTIV a été isolé de débuts de SIGT. Il semblait logique que le virus
RTIV soit la cause du SIGT mais l'inoculation expérimentale de RTIV a des poulets n‘a

pas donné de résultats satisfaisants.

Ensuite I'hypothése d'une double infection causée par le virus RTIV et une ou plusieurs

especes bactériennes a été généralisée. Deux faits sont en faveur de cette hypothése:

. Les études microbiologiques des cas de SIGT montrent la présence de

plusieurs bactéries, principalement E. coli, associées a RTIV.

. Des études d’inoculation expérimentale de RTIV chez le poulet suggerent que
les lésions observées sur ['épithélium respiratoire de la cavité nasale pourraient
favoriser la colonisation de cet épithélium par un second agent responsable des signes
cliniques de SIGT (MAJO et coll, 1997)

De méme on a pu reproduire la maladie de fagcon expérimentale. Apres des injections
intrapéritonéales répétées d' E. coli ou du mélange coronavirus- E. coli, (le coronavirus
étant I'agent de la bronchite infectieuse) E. coli a été isolée a partir d'cedeme de la téte
de poulets de chair provoqué par l'altération des capillaires (GROSS, 1991).

3.1.3 La colisepticemie

E. coli est isolée d'une maladie infectieuse intense ressemblant a la fievre typhoide et
au choléra chez des poulets et des dindes adultes.

Les oiseaux affectés sont en bon état général et ont le jabot plein, ce qui indique la
nature aigué de l'infection. Les lésions les plus caractéristiques sont un foie vert et des
muscles pectoraux congestionnés. Parfois de petits points blancs sur le foie sont décrits.
Lors d'une colisepticémie moins virulente, il y a une tendance a développer une

péricardite et une péritonite (Jeffrey et all., 2002).
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Photo 02 : Colisepticémie : carcasse rouge, foie dégénéré et aspect luisant

(Villate., 2001)

La plupart des E coli sont responsables de péricardite apres une phase de septicémie.
La péricardite est habituellement associée a une myocardite qui entraine des
changements sensibles au niveau de I'électrocardiogramme, souvent avant que les
|ésions macroscopiques n'apparaissent. Le sac péricardique devient trouble et I'épicarde
devient oedémateux et recouvert d'un exsudat coloré. Le sac péricardique est souvent
rempli d'un exsudat fibrineux jaunétre. L'association péricardite myocardite entraine une
baisse de la pression sanguine au niveau de l'artére carotide de 150 a 40 mm de

mercure juste avant la mort.

3.2 MORTALITE EMBRYONNAIRE ET MORTINATALITE

Des poules inoculées expérimentalement peuvent excréter des E. coli dans plus de 26
% de leurs ceufs alors que 0,5 & 6 % des ceufs d'une poule saine renferment des E. coli.
En effet la bactérie peut occasionnellement étre isolée de vitellus d'apparence normal.
Dans cette pathologie on peut considrer que celle-ci est I'agent primaire de l'infection
( Gross., 1994Jordan et Patisson., 1996, Dho Moulin et Fairbrother., 1999).

La contamination fécale est la source d'infection des ceufs la plus importante. Les
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autres sources, plus rare, sont les infections ovariennes ou les salpingites.

En raison du gradient de température, les micro-organismes sont aspirés a travers la
coquille poreuse, tandis que d'autres peuvent pénétrer de facon active en faveur de
I'humidité de la surface de la coquille (BAINS, 1979).

Le lieu de l'infection est le vitellus de I'embryon. De nombreux embryons meurent avant
I'éclosion, particulierement en fin d'incubation. Ensuite lincidence de [infection
augmente peu apres I'éclosion et se réduit apres 6 jours: quelques uns meurent peu

apres l'éclosion et la perte de poussins continuent jusqu'a I'age de 3 semaines.

Les poulets éclos d'ceufs contaminés par E. coli présentent souvent une inflammation

de I'ombilic (omphalite), cause de mortalité.

Photo 03 :Omphalite sur un poussin ( abdomen distendu) (VILLATE, 2001)

Les poulets ou la volaille survivant plus de 4 jours peuvent présenter une péricardite,
preuve de la diffusion systémique depuis le sac vitellin. Mais il est possible de n‘avoir
aucune mortalité, les seules manifestations de l'infection du vitellus étant la rétention du
sac infecté et la réduction du gain de poids (GROSS, 1991). Suite a l'infection par E coli
le contenu normal du sac vitellin (visqueux, jaune-vert) change pour devenir plus liquide,

marron jaune voire caséeux.
La réaction microscopique au niveau de l'enveloppe semble bénigne. L'enveloppe est

cedémateuse, Il y a une zone externe de tissu connectif, puis une couche de cellules

inflammatoires (polynucléaires hétérophiles et macrophages), une couche de cellules
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géantes, une zone nécrotique (polynucléaires hétérophiles et bactéries), et ensuite le
contenu . Infecté du sac vitellin (GROSS, 1991).

Il est possible de reproduire ces pathologies par trempage de I'ceuf dans une culture

d' E. coli ou en injectant E. coli directement dans le sac vitellin. Dans ce dernier cas
une dizaine de bactéries suffisent a provoquer 100 % de mortalité (DHO-MOULIN,
1993).

3.3 OVARITES ET SALPINGITES CHRONIOUES CHEZ L'ADULTE (GROSS, 1991
ET LECOANET, 1992)

Les formes geénitales observées chez les poulettes de 4 a 13 semaines ou chez les
adultes accompagnent ou non les manifestations respiratoires et se traduisent par des
chutes de ponte survenant en particulier au 2-3°™ mois de ponte, des morts subites (2
a 3% par mois) ou des diarrhées blanches.

L'autopsie révéle des lésions d'ovario-salpingite et de péritonite.

Photo 04: Salpingite colibacillaire de la poule, I'uterus contient un boudin caséeux

(Villate., 2001)
Quand le sac abdominal gauche est infecté par E. coli, de nombreuses femelles
développent une salpingite chronique caractérisée par une importante masse caséeuse

au niveau d'une zone dilatée de I'oviducte a paroi amincie . La masse caséeuse contient
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de nombreux polynucléaires hétérophiles nécrotiques et des bactéries qui persistent
pendant plusieurs mois. La taille de la masse caséeuse peut augmenter avec le temps.
Les salpingites peuvent aussi apparaitre suite a I'entrée de coliformes par le cloaque chez

les poules pondeuses.

Une péritonite, caractérisée par une mortalité intense, de la fibrine et la présence d'un
jaune libre dans la cavité abdominale, sont observés parfois suite a la ponte intra

abdominale d'un ovule infecté.

Les oiseaux infectés meurent freguemment au cours des 6 premiers mois suivant

I'infection; les survivantes pondent rarement des ceufs.

Cette forme génitale de l'infection provoque chez le poussin des mortalités embryonnaires
(15 a 20%), des mortalités en coquille (3 & 5%) et des mortinatalités (10 & 20%). Les

|ésions peuvent évoquer celle de la pullorose :

. Omphalite et rétention du sac vitellin;
. Foyers de nécrose hépatique;

. Arthrite ;

. Péritonite.

L'infection peut étre reproduite par l'injection de doses importantes de bactéries (10°) dans
l'utérus ou l'oviducte. Cependant une activité cestrogénique importante semble étre

associée a la croissance des coliformes dans l'oviducte.

3.4 FORMES PLUS RARES

3.4.1 Infection synoviale (GROSS, 1991)

E. coli a été isolée darticulations de poulets. Cette infection synoviale est souvent le
témoin d'une septicémie.

De nombreux oiseaux guérissent au bout d'une semaine, tandis que les autres
développent une infection chronique et peuvent devenir décharné.

Les lésions peuvent étre reproduites suite a l'inoculation par voie intraveineuse d'un

bouillon de culture de certains isolements.
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3.4.2 La panophtalmie (GROSS, 1991)

La panophtalmie est une manifestation peu commune de la colisepticémie. Elle se traduit
par un hypopyon, habituellement sur un ceil qui devient aveugle. La plupart des oiseaux
meurent peu de temps apres le début des Iésions.

Microscopiquement il y a des infiltrations de polynucléaires hétérophiles et de
macrophages dans I'ceil, et on retrouve des cellules géantes autour des zones

nécrotiques. La choroide devient hyperémique et la rétine est complétement détruite.

3.4.3 La coligranulomatose ou maladie de Hjiarre (GROSS, 1991) :

La coligranulomatose est une forme de colibacillose devenue relativement rare.
Néanmoins la mortalité peut atteindre plus de 75 %.
Elle est caractérisée par I'apparition de multiples petites formations nodulaires sur l'intestin

gréle, les caeca, le mésenteére et le foie.

Il n'y a pas atteinte de la rate ce qui facilite le diagnostic différentiel avec la tuberculose.
Les Iésions séreuses peuvent ressembler a celle de la leucose. Il y confluence de zones
nécrotiques sur la moitié du foie. Seuls quelgues polynucléaires hétérophiles dispersés

sont visibles et a la frontiére des zones nécrotiques il y a peu de cellules géantes.

3.4.4 Entérite

E. coli a été isolée chez des volailles lors d'entérites mais les recherches ne sont pas
suffisantes pour indiquer qu'il s'agit de I'étiologie. L'infection du tractus digestif par E. coli
est habituellement secondaire a d'autres affections du type coccidiose, entérite
nécrotique,

Histomonose, parasitisme (vers ou champignons), ou suite a des circonstances
débilitantes telle la malnutrition (Pakpinyo S et all.,2002).

Les lésions observées correspondent a une inflammation sévére de l'intestin, de larges
plaques épaissies et oedémateuses contenant du sang et du mucus.

Les poulets atteints présentent une diarrhée, différents degrés de déshydratation et une
baisse rapide de I'état général (BAINS, 1979).
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Expérimentalement, donner un mélange d li et d' Eimeria brunetti a des poulets par

voie orale entraine une sérieuse entérite hémorragique (NAGI et MATHEY, 1972).
3.4.5 La dermatite a E. coli

Elle est rapportée pour la premiére fois par (Randall en 1984) en Angleterre.

C'est une maladie de surpeuplement et de mauvaise hygiene, associée a des problemes
de santé dans les élevages. D'ailleurs les élevages ayant peu de problémes de santé ont

aussi peu de saisies causées par la dermatite nécrotique.

E. coli est la cause prédominante de ces lésions bien que d'autres agents tels que
Pasteurella multocida, Pseudomonas aeruginosa. Enterobacter agglomerans, Proteus

Vulgaris et Streptococcus dysgalactiae ont aussi été isolés (GOMIS et coll., 1997).

Il s'agit d'une dermatite nécrotique, issue d'un processus infectieux ou inflammatoire
entrainant un exsudat inflammatoire du tissu sous-cutané, généralement localisé au
niveau inférieur de I'abdomen et sur les cuisses des poulets de chair.

Aucun signe clinique n'est associé a cette dermatite mais la présence de ces lésions

entraine une saisie d'une partie ou de la totalité de la carcasse.

Les souches d' E. coli responsables de dermatite nécrotique possedent des similitudes
au niveau phénotype et génotype avec les souches entrainant une infection généralisée.
La majorité de ces souches (75%) appartient aux clones Al, B1, B3 et D renfermant aussi
les souches responsables de colibacillose aviaire et du syndrome infectieux du
gonflement de la téte. O25 et O78 sont fréequemment isolés mais la majorité des
isolements sont non sérotypables. Le sérotype O78, un des sérotypes les plus fréquents
lors de colibacillose aviaire, a les caractéristiques des souches correspondant au clone
B3. Ce clone a d'abord été frequemment isolé a partir de dindes présentant une
septicémie.

Les souches responsables de dermatites sont caractérisées, comme les E. coli causant
une infection généralisée chez les volailles, par la production de colicine V et
d'aérobactine. (MUSANGU et coll., 1996)

Il est possible de reproduire cette dermatite en altérant la surface cutanée et en y
appliqguant des souches virulentes de O78 et 02, (GOMIS et coll., 1997).
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4.1 DIAGNOSTIC CLINIOUE ET LESIONNEL

On suspectera une colibacillose lors d'omphalite chez les jeunes ou suite a l'apparition

de salpingite ou de la forme respiratoire chez les adultes.

Les lésions observées dans le cas de colibacillose spontanée peuvent étre regroupées

en deux groupes, une septicémie aigué et une inflammation subaigué des séreuses.

En effet les lésions différent selon I'age du poulet: les oiseaux les plus jeunes ayant une
faible résistance a l'infection, souffrent d'une septicémie aigué et meurent de facon
fulgurante, tandis que les plus agés, plus résistants, survivent aux premiéres Iésions de
septicémie. lls présentent alors des lésions des séreuses résultant du développement
important des bactéries au niveau de ces tissus.

En cas datteinte subaigué les poulets peuvent présenter l'association de ces deux
types de lésions mais meurent probablement de la septicémie (NAKAMURA et coll.,
1986). La plupart des poulets présentant une inflammation subaigué ont des Iésions au
niveau du foie et de la rate semblables a celles retrouvées chez les plus jeunes poulets

affectés d'une septicémie aigué.

L'atteinte respiratoire entraine des lésions des sacs respiratoires qui apparaissent
épaissis et souvent recouverts d'un exsudat caséeux. Microscopiqguement les premiers
changements consistent en un cedeme et une infiltration d'hétérophiles. Les
macrophages sont fréquemment vus 12 heures apres l'inoculation. Plus tard ils sont tres
nombreux avec des cellules géantes sur les bords des zones nécrotiques. Il y a une
prolifération de fibroblastes et une accumulation d'un grand nombre de polynucléaires
hétérophiles nécrotiques dans I'exsudat caséeux. On retrouve les lésions classiques des
maladies respiratoires telles que l'atteinte des follicules lymphoides, I'nyperplasie de
I'épithélium respiratoire, et la perte de I'étanchéité de certaines zones de cet épithélium.
(GROSS, 1991)

La clinique et l'autopsie des oiseaux malades ne permettent qu'une suspicion de la

maladie
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Les lésions observées ne sont pas spécifiques d'une infection par E. coli. D'autres
agents peuvent étre responsables de Iésions similaires. Voici un inventaire des agents

pouvant étre isolés lors du développement des différentes lésions:

. Arthrite: virus, mycoplasmes, staphylocoques, salmonelles, Streptobacillus
moniliformis, et autres.
. Atteinte du sac vitellin : Aerobacter spp., Klebsiella spp., Proteus spp.,

salmonelles, Bacillus spp., staphylocoques, entérocoques, clostridies.

. Péricardites: Chlamydia. Pasteurella

. Péritonite: Pasteurella, streptocoque.

. Aérosacculite : autres bactéries, mycoplasmes, chlamydia.

. Septicémie : Pasteurella, salmonelle, streptocoque et autres.

. Nodules sur le foie: bactéries anaérobies du genre Eubacterium et

Bacteroides ( Gross., 1994).
L'autopsie ne permet que d'observer les différents types de Iésions mais seule la

bactériologie précise I'agent responsable avec certitude.

4.3 ANALYSE DU LABORATOIRE

Le diagnostic de la colibacillose est essentiellement expérimental.

L'examen bactériologique ne pose pas dautres problemes que ceux rencontrés
habituellement lors d'analyses expérimentales. Le choix des individus est important car
ceux-ci doivent étre représentatifs de I'affection sévissant dans I'effectif atteint. Il est
préférable d'examiner quelques morts, quelques malades ainsi que quelques sujets
apparemment sains. Au moment des préléevements il est essentiel déviter la
contamination fécale des échantillons de culture. Ces prélevements devront étre
conservés sous couvert du froid jusqu'au moment de l'analyse. L'interprétation des
résultats s'appuiera sur I'étude des commeémoratifs. C’est important de connaitre la
nature des traitements antérieurs et de savoir si des autopsies ont été pratiquées sur le

terrain.



Aprés mise en culture sur un milieu approprié un diagnostic présomptif d'infection par

E. coli peut étre fait si la plupart des colonies apparaissent sombres avec des reflets
métalliques sur gélose EMB (€osine bleu d 35 " yléne), ou roses vifs avec un précipité
sur la gélose Mac Conkey. Les colibacilles ..... _asuite mis en évidence par croissance
sur galerie qui donne les caractéristiques de l'agent isolé.

En revanche lidentification du sérotype et plus encore la recherche des facteurs de

pathogénicité ne sont a la portée que de laboratoires spécialisés.

Une nouvelle technique a été élaborée permettant le diagnostic rapide d'une
colibacillose. Le principe consiste a révéler l'activité des déshydrogénases bactériennes
a l'aide d'un substrat chromogene ou de la glucuronidase d' E. coli a l'aide d’un substrat
fluorogéne inclus dans le milieu de culture. L'intérét de cette méthode est de permettre
un diagnostic précoce de colibacillose en 2 a 4 heures et de gagner 24 heures sur le
résultat de l'antibiogramme. Ce test est simple d'emploi et pratique. Les résultats
concordent a 85 % avec ceux obtenus par la méthode usuelle (CONTANT et all., 1997).
Lors d'investigations épidémiologiques on utilise des techniques beaucoup plus
compliquées telle que l'identification antigénique. En effet avec les progrés de la biologie
moléculaire, il est possible de rechercher non plus les produits des génes mais les
genes eux-mémes par hybridation des acides nucléiques, au lieu de chercher telle
enzyme, tel antigéne, telle toxine Cette technique est utilisée en humaine et pour le
diagnostic des diarrhées du veau et du porcelet et en volaille lors d'études
épidémiologiques (KAECKENBEECK, 1993).

4.4 INTERPRETATION DES RESULTATS

La signification clinique d'un isolement d' E. coli n'est pas toujours facile. Nous avons vu
gue des lésions similaires peuvent étre causées par d'autres micro-organismes. D'autre
part, E. coli est un héte habituel du tube digestif des volailles. L'animal sain peut donc
héberger a la fois des souches pathogenes et des souches saprophytes d’ E. coli.
Cependant plusieurs propriétés microbiologiques permettent de distinguer les souches
pathogenes et non pathogénes d' E. coli.

La sérotypie est le critére le plus utilisé en diagnostic puisque 60 % des souches isolées
de prélevements pathologiques appartiennent a seulement trois sérogroupes O;, O, et
075 (DHO MOULIN, 1993).



La synthese d'une colicine de type V es 33 rvée chez 78 a 88 % des souches d' E.
coli isolées de prélévements pathologiques. Le support génétique de cette propriété est
un plasmide col V, qui code également pour des facteurs de virulence (DRO-MOULIN,
1993).

Il a été réecemment démontré que la fermentation du durcitol, de la salicine d’abord
associée a la virulence dans des études épidémiologiques, sont davantage liées au
sérotypage. C'est par exemple le cas de la fermentation de I'adonitol par les souches
035, responsables de nombreux cas de colibacillose dans I'état du Delaware (Etats-
Unis) entre 1981 et 1983.

Le classement des souches d' E. coli sur la base de leur profil iso enzymatique permet
d'obtenir des indications sur leurs relations génétiques (relations clonales). Ainsi des
souches d' E. coli aviaires isolées de différents pays et a plusieurs années d'intervalle
peuvent étre génétiguement tres proches et appartenir a un méme clone (WHITE et
coll., 1990 et DHOMOULIN, 1993). Dans son étude sur 45 souches d' E. coli aviaires,
publiée en 1993, WHITE montre que 83 % des souches pathogénes appartiennent a
seulement 5 clones, alors qu'a chacune des 10 souches non pathogenes correspond un
clone différent (DHO-MOULIN, 1993). Le groupe D, décrit par WHITE et coll. (1990),
regroupe des clones génétiquement trés proches, isolés aussi bien de colibacillose
aviaire que de septicémies et méningites humaines, laissant supposer qu'il pourrait

exister des pathovars communs a 'homme et au poulet (DHO-MOULIN, 1993).

4.5 TRAITEMENT

A TI'heure actuelle, celui-ci repose encore essentiellement sur I'antibiothérapie. Les
antibiotiques les plus utilisés sont les sulfamidés, les bétalactamines, et les quinolones.
Toutefois, il faut rester prudent quant a l'utilisation des antibiotiques car de récentes
études meneées sur une collection de 1600 souches EPEC ont montré que le nombre de
souches résistantes a ces divers antibiotiques allait en s’accroissant; il est donc plus que

jamais nécessaire de réaliser un antibiogramme avant ou en parallele au traitement.

4.6 PREVENTION



Elle vise a contréler les contaminations environnementales, les vecteurs animés ou
inanimés, afin de réduire au maximum les facteurs prédisposants aux infections
respiratoires. Une des méthodes consiste a réduire et a mieux contrdler les
contaminations fécales par des sérogroupes 34 génes par exemple, en réduisant

La transmission des E. coli de la poule au poussin par une fumigation des oeufs dans
les 2 heures qui suivent la ponte, en les récoltant le plus vite possible apres la ponte et
en écartant ceux en mauvais état ou présentant des souillures fécales a leur surface
(Gross, 1994). Les infections du tractus respiratoire des animaux peuvent étre réduites
en garantissant des animaux indemnes de mycoplasmes et en controlant mieux certains
facteurs environnementaux comme I'lhumidité, la ventilation, la teneur en poussiéere et en
ammoniac dans l'air (Oyetunde et al.,1978). Les rongeurs, les insectes parasites,
coprophages, nécrophages sont aussi des réservoirs potentiels de colibacilles et doivent
étre systématiquement détruits.

La qualité de I'eau de boisson est aussi tres importante, il faut des lors veiller a la
changer trés régulierement. Des mesures générales de séparation des animaux par
classes d’age et par espece, de nettoyage, de désinfection et de vide sanitaire entre
chaque lot sont aussi des mesures de prévention indispensables dans le cadre de la
lutte contre la colibacillose (Jordan et Pattisson, 1996). Enfin, les systémes de
vaccination employant la technique du spray/ nébulisation chez les poussins d’un jour ne
sont peut étre pas les méthodes les plus appropriées pour empécher la propagation des

colibacilles par voie aérienne.
4.7 CONTROLE

A I'heure actuelle, aucun vaccin efficace n’est disponible sur le marché vétérinaire belge.
Cependant, méme si un certain nombre d’essais vaccinaux ont été effectués a 'aide de
souches atténuées en modéles expérimentaux et couronnés de succes avec des
souches homologues, ils n’en restent pas moins inefficaces envers des infections avec
des souches hétérologues de terrain (Dho-Moulin et Fairbrother, 1999). De la méme
facon, une immunisation passive des jeunes animaux est satisfaisante, mais
uniquement vis-a-vis de la souche homologue. Ceci n’est pas surprenant, étant donné
'énorme diversité que représentent les souches EPEC en matiere de facteurs de
virulence et le peu de données concretes a leur sujet.

Afin de pouvoir comparer [lefficacité des différents traitements il serait intéressent



d'arriver dans un premier temps a standardiser la reproduction expérimentale de la

maladie pour avoir des symptémes plus au moins proches de la maladie naturelle .
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STANDARDISATION DE LA MALADIE



La mise au point d'un modele de standardisation de la colibacillose aviaire répond a
différentes exigences. Les symptdmes reproduits doivent correspondre a ceux
rencontrés sur le terrain. Quant a la morbidité et la mortalité, ces criteres doivent étre
suffisamment marqués pour permettre ensuite de juger l'effet thérapeutique des anti-
infectieux testé. Or la maladie reproduite dépend de plusieurs facteurs: la souche d' E.
coli utilisée (sérotype, dose), les poulets inoculés (souches, age, poulets axéniques ou
non) ainsi que de la voie d'inoculation utilisée (sous-cutanée, intramusculaire ou intra

trachéale). D'autres facteurs sont aussi importants tels que les facteurs d'ambiance.

Chez les oiseaux comme chez les autres especes animales, le pouvoir pathogéne des
E. coli est a déterminisme plurifactoriel Les mécanismes et les modalités d'action des
souches pathogénes de colibacilles aviaires sont encore imparfaitement connus et de
nombreux agents (virus sauvages ou vaccinaux, autres bactéries ou mycoplasmes,
aspergillose ...) peuvent agir en synergie avec les colibacilles. Ceci a incité de
nombreuses équipes a utiliser des modéles expérimentaux de colibacillose associés a

des viroses ou a d'autres infections.

1. FACTEURS LIES A LA SOUCHE INFLUENCANT LA STANDARDISATION DE LA
MALADIE

Différents parametres sont a définir lors de la mise au point du modéle d'inoculation d'un
agent infectieux. En effet des tests préliminaires sont effectués pour déterminer la dose
de l'agent a inoculer en fonction de la virulence de la souche choisie et de la voie
d'inoculation. La virulence de la souche est déterminée en fonction des caractéristiques
étudiée en laboratoire telles que l'adhérence in vitro, la production d'aérobactine la
résistance au sérum ou la fixation du Rouge Congo, ainsi que par I|'état clinique des
poulets aprés inoculation (pourcentage de mortalité, évolution de la clinique, degré

d'importance des Iésions).



1.1 CONDITIONS D'ISOLEMENT ET MISE EN CULTURE DE L'AGENT DE LA
MALADIE

Les souches inoculées sont isolées a partir de cas de colibacilloses naturelles.

Les isolats se font a partir de différents organes : prélévement de sang au niveau du

coeur sur des poulets atteints de colisepticémie, 36 1ent de E. coli a partir d'articulations,
de la peau, du cceur, des poumons, des sacs aernens, du foie, de la rate et des sinus de
poulets de chair infectés par E. coli, prélevement a partir de sacs vitellins de poussins d'un
jour cliniguement normaux.
L'isolement des E. coli se fait sur gélose au sang et gélose Mac Conkey tandis que leur
culture a lieu sur gélose soya trypticase (CLOUD, 1985 et KRISHNAMOHAN, 1994).

La confirmation de l'isolement des E. coli se fait selon I'aspect de la culture et d'apres
les caractéristiques morphologiques et biochimiques de la bactérie.

Les propriétés pouvant étre utilisées pour l'identification des isolats sont:

- I'hémagglutination,

- la résistance au sérum;

- la sensibilité aux antibiotiques

- la production d'aérobactine, de colicine V et I'hémolysine

- I'expression des antigénes K, ou Ks (capsulaire) ;

- I'expression des protéines externes des membranes qui régulent le fer;

- la virulence sur les poussins d’un jour.

On peut rechercher aussi des séquences d'ADN codant pour les fimbriae F1A (fim) et P
(pap), ou pour la synthese et le transport d'aérobactine, I'opéron hémolysine (hly) ou celui
de la lipoprotéine induisant la résistance au sérum (traT) (NIUSANGU et all., 1996).

Les isolats peuvent étre conservés pendant 2,5 ans (CLOUD et all., 1985).

1.2 VIRULENCE DE LA SOUCHE

Le choix du sérotype est important.
Par exemple le sérotype O2Keo N'est pathogéene que pendant la premiére semaine de vie
des poulets, tandis que le sérotype O:sKgo est responsable de lésions durant les trois

premieres semaines. De plus les lésions causées par le sérotype OsKso sont plus



importantes. De méme lors de l'inoculation intratrachéale de colibacilles quatre jours apres
I'inoculation du virus IBV de la bronchite infectieuse on observe des lésions typiques de
colibacillose avec le sérotype O78K80, alors gu'avec le sérotype O.sKe ON ne retrouve que
des lésions d'aérosacculite (GOREN, 1978).

DHO et LAFONT (1982) étudient la colonisation de I'appareil respiratoire chez des

poulets de deux semaines qu'ils inoculent par voie orale avec différentes souches de E.
coli, virulentes ou non. Aucun signe clinique r 37 bservé malgré la colonisation de
l'intestin et de la trachée par les souches virulentes YODER et coll. (1989)

Ainsi le choix de la souche se fait en fonction de sa virulence. Les criteres de virulence

sélectionnés varient d'une étude a l'autre.

Les tests sur animaux (poulets ou dindons SPF) représentent une méthode fiable pour
identifier les souches pathogenes et ont I'avantage de pouvoir étre effectués sur l'animal
cible. Parmi les tests rapides, le test de létalité sur poussin d'un jour montre une bonne
reproductibilité et permet d'établir la dose létale 50 (DL so) pour une souche donnée (DHO et
LAFONT, 1984 et DHO-MOULIN, 1993).

La dose inoculée choisie par MUSANGU (1996) lors de la mise au point de son modele
expérimental correspond a la DL50. Ainsi les souches tuant plus de 50% des oiseaux
inoculés sont considérées comme fortement virulentes, celles tuant entre 20 et 50% des
oiseaux sont modérément virulentes et celles tuant entre 0 et 10% sont dites avirulentes.

De méme PINGAN et coll. (1996) relient la virulence au pourcentage de mortalité
provoguée par la souche inoculée et considerent une souche hautement pathogene quand
elle entraine un taux de mortalité supérieur ou égal & 60 % dans les 65 premiéres heures
suivant l'inoculation; les souches présentant un taux de Iésions inférieur ou égal a 60 %
sont considérée de pathogénicité intermédiaire et celles n'entrainant ni mort ni lésion sont

dites non pathogénes

POURBAKHSH et coll. (1997 b) déterminent la souche inoculée selon plusieurs caracteres
de virulence: l'adhérence in vitro a I'épithélium du pharynx de poulets axéniques, la
présence des séquences d'ADN pap et pil et la production des fimbriae P (F11) et FI (type
1), la production d'aérobactine et la résistance aux effets bactéricides du sérum de poulet



BREE et coll. (1989) limitent I'étude des caractéres de virulence a la capacité d'adhésion
aux cellules épithéliales du pharynx, a la possibilit¢ de capter le fer par le systeme

aérobactine et de produire de la polysaccharide K de la capsule.

Suite a l'inhalation d’ E. Coli par un aé 38 GJESSING, 1988), on ne retrouve plus
d'E. coli fixant le Rouge Congo (CR+) ni d' E. Coli ne le fixant pas (CR-) au niveau
des sacs aériens des poulets infectés 2 jours apres I'exposition. Par contre on isole
des E. Coli CR- a partir des poumons pendant 5 jours suivant I'exposition et des CR+
pendant 10 jours. Le phénotype CR+ est associé a la virulence. Mais il est important
qgue les 2 souches CR- et CR+ d' E. coli proviennent de la méme souche parentale

pour montrer la virulence associée a l'expression du phénotype cellulaire.

Ainsi, en fonction des moyens dont on dispose et selon la finalité de I'étude,
différents criteres peuvent étre pris en compte afin d'estimer la virulence de la

souche.
1.3 CHOIX DE LA DOSE INFECTANTE

La quantité de bactéries inoculées intervient dans I'expression clinique de la maladie.
Lors de l'inoculation d' E. coli dans un sac aérien thoracique caudal de poulets SPF,
NAKAMURA et coll. (1987) ont pu montrer une relation entre la virulence d'une
souche et la dose inoculée. lls définissent ainsi des souches fortement pathogénes si
l'inoculation de 5.10” UFC entraine 100% de mortalité ou que l'inoculation de 5.10°
UFC provoque 10% de mortalité. De méme des souches faiblement pathogenes,
inoculées a la dose de 1.10° CFU, n'entrainent aucune mortalité. Ces mémes
souches ne sont responsables d'aucune mortalité, d'aucun signe clinique, ni
d'aucune lésion histologique si elles sont inoculées a des doses de 5.10°'CFU ou
5.10° CFU.

La voie d'inoculation module aussi les effets d'une méme dose inoculée et doit étre

prise en considération lors de la détermination de cette dose.



BALIARSINGH et coll. (1993) inoculent des souches d' E. Coli (O; Oe: et Oz,) a des
poulets de 2 jours. Chaque souche est inoculée par les voies sous-cutanées, intra
péritonéale et orale. Il n'y a aucune supplémentation d'antibiotique ni d'anticoccidien.

On inocule 0,2 ml par les voies intra péritonéale et

sous-cutanée, et 0,9 ml par la voie oral 39 e concentration de 1,01.10° E. coli/ml.
Avec les souches 0; et Os1, On reléve 100% uc muitalité par les voies intra-péritonéale et
Sous-cutanée et 80 % de mortalité par la voie orale. D'autre part la mortalité cumulée des
3 jours suivant l'inoculation est plus élevée chez les poulets inoculés par les voies intra-

péritonéale et sous-cutanée avec les 3 sérotypes.

Le modele utilisé par CHARLESTON et coll. (1998) (inoculation de poulets de 14 jours par
10° unités d'IBV par voie intratrachéale, puis 3 jours plus tard 10° CFU d' E. Coli par voie
intratrachéale) produit 43,5% de mortalité et 85% de morbidité chez les poulets inoculés
non traités. Ces taux sont beaucoup plus hauts que les 5% de mortalité et les 50% de
morbidité généralement rencontrés sur le terrain lors de colisepticémie. La mortalité
observée dans cette étude correspond a celle observée dans de nombreux autres
modeles de colisepticémie (BUMSTEAD, 1989; DOZOIS, 1994; DUNNINGTON, 1991 ;
GJESSING, 1989; YODER, 1989). Par exemple DUNNINGTON et colL (1991) ont montré
une mortalité de 5% des poulets inoculés avec moins de 10* C.F.U. d' E. coli, mais ce
taux s'éleve a 50% quand la dose augmente jusqu'a 10° C.F.U .. Dans le modéle de
Charleston la mortalité élevée parmi les oiseaux inoculés non traités peut étre due a une
dose élevée (10° C.F.U.).

1.4 ASSOCIATION AVEC D'AUTRES FACTEURS D'AGRESSION

1.4.1 Association d’ E. Coli avec un autre agent infectieux

Il arrive qu'une colibacillose se déclare suite a I'emploi d'un vaccin vivant mixte contre la
maladie de Newcastle et la bronchite infectieuse, particulierement en employant un
aerosol. Ce type de vaccin induirait des lésions au niveau du systeme respiratoire des
poulets de chair, sans apparition de signes cliniques, en absence de tout autre agent

pathogene (Darell et all., 2003).



Lors d'essais d'inoculation intra-nasale du virus virulent de la bronchite infectieuse et

d E. coli il a été possible d'induire une colisepticémie avec mortalit¢ (SMITII, 1985 ;
BUMSTEAD, 1989 ; NAKAMURA, 1992). De plus l'inoculation intra-nasale (ADLER, 1962)
et intratrachéale (SATO, 1970) du virus de la bronchite infectieuse et de mycoplasmes
dans les sacs aériens avec l'administration par aérosol d' E. coli est responsable d'une
colisepticémie (GROSS, 1961). Cette étude a été néanmoins la premiere a supposer que
I'inoculation intranasale d'un mélange de V‘MZ(S 3t de mycoplasmes prédispose a la

colisepticémie avec une mortalité importante.

NAKAMURA et coll. (1994) inoculent des poulets SPF, agés de 7 jours, avec des
mycoplasmes (10® CFU) et des E. coli (10° CFU) par voie intra-nasale. Ces poulets ont
été préalablement vaccinés par voie intra-nasale avec un vaccin vivant mixte (souche Bl
du virus de la maladie de Newcastle et souche H120 du virus de la bronchite infectieuse).
Certains poulets vaccinés puis inoculés par E. coli et les mycoplasmes sont morts de
colibacillose, et présentaient une nécrose splénique avec exsudation fibrineuse et des

sérosités fibrino - purulentes (E. coli a été isolée dans le coeur et le foie).

Tout cela suggére que I'utilisation de vaccins vivants peut engendrer des lésions et de la
mortalité chez des poulets en présence de germes respiratoires pathogenes. Or de
nombreux élevages renferment ce type de germes ce qui entraine des précautions
particulieres quant au moment et a la voie choisis pour la vaccination, ainsi que pour le
choix des souches de virus vaccinaux. L'infection par les mycoplasmes augmente le
nombre d' E. coli et la persistance des Iésions de la trachée. De plus, I'aérosacculite est
plus sévere (NAKAMURA et coll., 1994).

D'autres agents prédisposent les volailles a une infection secondaire par E. coli.

On peut aussi provoquer une colibacillose en inoculant I'adénovirus aviaire du deuxiéme
groupe causant I'entérite hémorragique du dindon, la maladie de la rate marbrée et la
splénomégalie du poulet, au niveau des sacs aériens de poulets agés de 6 semaines,
suivie de l'inoculation d' E. coli 5 jours plus tard selon la méme voie.

La double infection (virus de la rhino trachéite de la dinde/ E. coli OsKs) augmente la
severité des signes cliniques ainsi que les lésions macroscopiques et microscopiques.

Tous les poulets inoculés avec le virus de la rhino trachéite de la dinde associé a E. coli



présente une rhinite sévére et la quantité d' E. coli isolée dans la cavité nasale est plus
importante lors de la double infection.

Ces résultats suggerent que la rhino trachéite pourrait intervenir comme agent primaire,
favorisant la multiplication des E. coli. Les lésions observées dans le groupe inoculé
simultanément par les deux agents pourraient correspondre a une étape initiale du

syndrome de la grosse téte et renforcer I'hypothése que le syndrome infectieux du

gonflement de la téte serait du a une double inff{fir)n par le virus de la rhino trachéite et
E. coli (MAJO et coll., 1997).

L'augmentation de la sensibilité a E. coli semble étre limitée au systeme respiratoire.

Le fait que les poulets infectés par une maladie respiratoire soient plus résistants a
I'inoculation d' E coli par voie intraveineuse que les poulets sains de contrdle semble
exclure une source non respiratoire d' E. coli lors de l'expression d'une colibacillose
respiratoire. Les poulets infectés par une maladie respiratoire sont soumis a un niveau
croissant de stress qui permet laugmentation de la résistance aux infections

bactériennes par voie générale.

Les poulets sont exposés en permanence a de la poussiere contenant des sérotypes
pathogéniques d' E. coli. Les poulets sains paraissent résistants a I'administration

d' E. coli par aérosol Or quand le systeme respiratoire devient sensible a I'administration
d' E. Coli par aérosol, un faible taux d' E. coli suffit a déclencher la maladie. A ce niveau
de sensibilité a E. coli la réponse cellulaire dans les sacs aériens est principalement de
type lymphoide avec de nombreux polynucléaires hétérophiles. Ces résultats suggérent
gu'un systéme respiratoire sain peut se défendre seul contre E. coli. S'il doit auparavant
se défendre contre une infection a Mycoplasma gallisepticum ou contre la maladie de
Newcastle, la réponse lymphoide spécifique n'est pas adaptée a la défense contre E.

coli. Ainsi E. coli complique l'infection respiratoire.
1.4.2 Association d' E Coli avec un agent immunodépresseur

L'étude de NAKAMURA et coll. (1987) montre que la cyclophosphamide peut augmenter
l'infection causée par une souche d' E. coli de virulence élevée et faire apparaitre les
signes de [linfection lorsqu'il s'agit d'une souche d' E. Coli faiblement virulente.

L'augmentation de la sensibilité suite au traitement par la cyclophosphamide semble étre



associée a une déplétion des leucocytes dans le sang périphériqgue et les tissus
lymphoides. Or les polynucléaires hétérophiles et les monocytes jouent un réle dans la

résistance lors des premieres étapes de l'infection bactérienne.
La mortalité de poulets de chair boursectomisés a 5 jours d'age et inoculés en I.M. avec

E. coli a 6 et 12 semaines est significativement plus élevée que des poulets non

boursectomisés (SADLER et EDGAR, 1969). L 42 se de Fabricius intervient donc dans
la résistance a l'infection bactérienne. Dailleu.. ..o poulets d'un jour inoculés avec un
virus affectant la bourse de Fabricius (virus de la maladie de Gumboro) et induisant donc
une dépression des lymphocytes B sont significativement plus sensibles a E. coli inoculée

en L.V. qu'a I'age de 3 semaines.

Lors de la double inoculation du virus de la bronchite infectieuse et d’ E. coli, BREE et coll.
(1989) remarquent que les E. coli persistent dans le sang, les sacs aériens et le foie
guelque soit la souche (virulente ou avirulentes). La présence du virus de la bronchite
infectieuse affecterait les défenses de I'hdte et permettrait ainsi un développement plus
important de la population d' E. coli. Ces derniéres envahiraient les organes et leur

élimination serait ralentie.

En 1985, ROSENBERGER et coll. notent que la sensibilité relative des poulets agés de
plus de deux semaines vis-a-vis d'une inoculation intratrachéale ou intra-veineuse de E.
coli est augmentée apres infection par différents virus (réovirus, adénovirus ou virus de la

bursite infectieuse).

2. FACTEURS LIES AUX POULETS INFLUENCANT LA STANDARDISATION DE LA
MALADIE

2.1 CHOIX DE LA SOUCHE

Lors de I'exposition de poulets de souches différentes a un aérosol contenant une souche
virulente d’ E. coli positive a la coloration au Rouge Congo, GJESSING et coll. (1988)
suggerent que la génétique pourrait jouer un réle important dans la sensibilité des poulets

a l'invasion par E. coli.



Souches de poulet % de mortalité
43

Brown Leghom 36

White Leghom 23

Light Sussex 53

Commercial hybrid 7

Rhode Island Red 69

Tableau 1 : Variation du pourcentage de mortalité en fonction de la souche des
poulets. Les poulets ont été inoculés par voie intra-nasale avec un mélange de

souches du virus IBV et de sérotypes d' E. coli. (D’apres SMITH et coll, 1985)

Lors de l'inoculation mixte d'agents pathogenes, les poulets sont sensibles a I'exposition
d’ E. coli par aérosol 8 jours apres lI'administration du mélange Mycoplasma gallisepticum
- virus de la maladie de Newcastle. On sait que la concentration des agents respiratoires
(Mycoplasmes et virus) est la plus grande 2 a 6 jours apres l'inoculation. La sensibilité
génétique a une infection secondaire par E. coli semble étre plus associée a la sensibilité
aux agents respiratoires en général qu'a la sensibilité a E. coli en particulier. Selon le
méme principe les poulets White Leghorn sont moins sensibles au virus IBV d'ou une
mortalité plus faible et une relative impossibilité a une souche atténuée d'IBV a permettre
I'expression de la virulence d' E. coli (BREE et coll., 1989).

En fonction de la souche de poulet utilisée, il est possible qu'une immunité naturelle
passive ou active dirigée contre E. coli se développe plus ou moins chez les individus. Le

développement de cette immunité viendrait compliquer la modélisation de la maladie.

2.2 INFLUENCE DE L'AGE

On observe une augmentation de la résistance a l'infection avec I'age quelque soit le
sérotype utilisé. Les poulets agés d'une semaine sont les plus sensibles a la colibacillose

mais on peut expérimentalement reproduire l'infection jusqu'a 21 jours. Or sur le terrain la



colibacillose est généralement observée sur des poulets de plus de quatre semaines. Ceci
serait di0 a une augmentation de la pression environnementale durant la période
d'engraissement et/ou au développement d'infections virales a partir de I'age de trois
semaines. Pour diminuer la contamination il est impératif d'assurer une ventilation

adéquate pendant la deuxiéme moitié de la période d'engraissement (GOREN, 1978).

Chez les oiseaux plus agés, la colisepticémie peut étre induite en utilisant un agent
initiateur pathogéne respiratoire tels que le 44 e la bronchite infectieuse, Mycoplasma
gallisepticum, ou le virus de la maladie de Newcastle. On a montré que les sérotypes

d’ E. coli, isolés des sacs aériens, augmentent les processus inflammatoires initiés par les
agents viraux. Dans les élevages le virus de la bronchite infectieuse est souvent I'agent
primaire qui permet linfection par des germes secondaires dont les colibacilles
(CHARLESTON et coll. 1998).

La baisse du taux de mortalité avec I'age a été mise en évidence par SMITH (1985) lors
de linoculation par voie intra-nasale du mélange de souches de virus de la bronchite

infectieuse et de différents sérotypes d' E. coli

Ag€g des poulets. (en jours) ] 1 M 21 28 3p 42

%c1emortalité 2 43 58 6 48 3pb 20

Tableau 2 : Variation du pourcentage de mortalité en fonction de I'age. (D’aprés
Smith et coll., 1985)

Lors de l'infection intratrachéale précédée de l'inoculation sous forme vaccinale du virus
de la bronchite infectieuse, les poulets inoculés avec E. coli a 7 jours présentent moins de
lésions que ceux inoculés a 14 jours. Ceci s'expliquerait plus par la présence d'anticorps
anti-virus de la bronchite infectieuse a 7 jours que par la présence d'anticorps maternels
contre les E. coli car cette difféerence ne s'observe pas chez les poulets SPF dépourvus
d'anticorps anti-IBV (GOREN, 1978).

L'age des poulets doit donc étre pris en considération lors de la planification des essais.

2.3 INFLUENCE DES CONDITIONS D'ELEVAGE



La couvaison et I'élevage des poulets axéniques se déroulent dans des isolateurs stériles
dans lesquels les poulets restent toute la durée de I'essai. lls recoivent ad libitum de I'eau

et de l'aliment stériles.

Les poulets libres de germes pathogenes (SPF) sont obtenus en inoculant oralement des

-~ 4
poulets axéniques avec un complexe bactt 5

onstitué d'1 ml d'une suspension au 1/10
de fientes de poules adultes. lls sont élevés sous les mémes conditions que les poulets
axéniques (BREE et coll., 1989).

Les poulets SPF et axéniques représentent deux: modeles différents.

. Chez les poulets axéniques, la souche avirulente d' E. coli exprime ses
capacités d'invasion lorsque le virus IBV a généré des lésions au niveau du tractus
respiratoire. De plus, la souche virulente d' E. coli développe ses capacités d'invasion

méme en absence de virus.

. Ces résultats ne sont pas retrouvés chez les poulets SPF, ce qui suggére un
r6le protecteur de la flore bactérienne indigene du tractus respiratoire (BREE et
coll.1989).

En effet la colicine synthétisée par les entérobactéries inhibe la croissance des
microorganismes sensibles. Cependant certaines E. coli sont résistantes a la colicine V.
Ainsi la production de colicine par la microflore pourrait étre un facteur de prévention dans

la colonisation chez le poulet

En général les poulets de chair présentent davantage de Iésions séveres que les poulets
SPF d'age comparable (GOREN, 1978).

Dans des conditions de stress une septicémie aigué apparait plus frequemment chez les
poulets dont la résistance aux E. coli est moins importante, Sur le terrain la colibacillose
peut étre induite par des situations stressantes telles que les maladies infectieuses, un
manque de nourriture, une alimentation déséquilibrée ou une surdensité (NAKAMURA et
coll., 1987).

Seul un tiers des poulets inoculés par voie oculo-nasale avec l'association virus de la

rhino trachéite de la dinde et E. coli O78K80, présente un petit cedeme péri orbital, une



rhinite et une trachéite, une péricardite et une aérosacculite fibrineuse, une nécrose des
follicules lymphoides de la pulpe blanche de la rate et une déplétion lymphocytaire de la

bourse de Fabricius.

Des lésions septicémiques similaires ont été décrites lors de cas cliniques du syndrome
: : . ., 46 :
infectieux du gonflement de la téte, associées ement d' E. coli. Les souches

d' E. coli isolée alors ne présentent pas de facteurs de virulence communs entre elles.

Cela supposerait que les poulets infectés par le virus de la rhinotrachéite de la dinde
développeraient un syndrome de la grosse téte suite a l'infection secondaire par E. coli ou
toute autre bactérie. Mais d'autres facteurs peuvent intervenir : I'environnement, une forte
densité de population, une mauvaise ventilation, un taux élevé d'ammoniac et des
sensibilité individuelles. Le fait que lors de l'essai un faible pourcentage d'animaux
développe le syndrome de la grosse téte proviendrait de l'absence de ces facteurs,
difficiles a reproduire expérimentalement et semblant déterminant au développement de
la maladie. Les essais expérimentaux sont en effet souvent insuffisants et doivent étre

complétés par des essais cliniques effectués sur le terrain.

3. INFLUENCE DE LA VOIE D'INOCULATION DANS LA REPRODUCTION DE LA
MALADIE

Une souche d' E. coli peut avoir des effets différents selon la voie d'inoculation:
administrée dans le sac vitellin a un jour elle entraine de la mortalité , la méme dose
donnée oralement entraine un gain de poids et un meilleur indice de consommation.
L'effet négatif de l'infection du sac vitellin par E. coli pourrait étre du aux entérotoxines
alors que l'effet "croissance" lors de linoculation orale n'est pas totalement élucidé

(SCHMIDT et coll. 1988).

En fonction de la forme clinique de colibacillose que I'on veut exprimer et de I'objectif de
I'étude l'inoculation des bactéries aux poulets peut se faire selon différentes voies

d'entrée.

3.1 INOCULATION A L'OEUF



L'inoculation a I'ceuf a été utilisée par (WOOLEY et all., 1994) lors de I'étude de la flore

intestinale des poulets éclos.

La coquille de chaque ceuf a été tamponnée de 0,2 ml de bouillon de culture (infusion
cceur-cervelle) d' E. coli. Les poulets ont 47 acrifiés aux semaines 1,2 et 3 suivant
I'inoculation. Et la mise en évidence des souches de E. coli s'est fait a partir de
prélevement du tractus intestinal. L'étude des échantillons a montré que la population
intestinale d' E. coli se développe rapidement au cours de la couvaison puis leur nombre
décroit avec le temps. Un nombre croissant d' E. coli intestinal acquiére la possibilité de
synthétiser la colicine de la 1°® a la 5*™ semaine. Les souches non pathogénes ne
persistent pas chez le poulet. La colicine joue un réle dans la colonisation de l'intestin

par des bactéries invasives.

La production de colicine par la flore normale peut étre un autre moyen impliqué dans
I'exclusion bactérienne de micro-organismes inoculés oralement a des poulets

nouvellement éclos.

Cette étude démontre la possibilité d'appliquer des organismes sur la coquille des
embryons avant I'éclosion comme un moyen d'introduire des micro-organismes chez les

poulets nouvellement éclos.

3.2 INOCULATION SOUS-CUTANEE

L'inoculation sous-cutanée peut se faire par injection de la suspension d' E. coli au
niveau du cou comme ont procedé (PINGAN et all., 1996) lors de I'étude de la virulence

de différentes souches de colibacilles.

Lors de I'étude de la dermatite nécrotique colibacillaire (GOMIS et all.,1997) inoculent des
poulets agés de 25 jours en sous-cutané en région abdominale caudale gauche avec 107,
108, 107, 10° ou 10° CFU d' E. Coli de sérotype O78 dans 1 ml de solution saline. Avec
cette technique il est nécessaire de plumer préalablement la zone d'inoculation ou de

scarifier la peau avec une aiguille avant d'appliquer la suspension d' E. coli.

L'inoculation par voie sous-cutanée présente certains avantages. |l est possible de



déterminer le nombre de bactérie nécessaire pour la reproduction expérimentale du
modele et la répétition de l'essai expérimental. De plus cette voie d'entrée est peu

traumatisante pour l'oiseau. L'altération de la peau est cependant nécessaire pour

permettre a E. coli de coloniser le tissu sc 4g ‘ané sans tenir compte du mode d'entrée
de la bactérie.

Suite a l'inoculation d' E. coli a des canards agés de 4 semaines par voies sous-cutanée
et intratrachéale, préalablement infectés ou non par un réovirus, (KEMPF.,1993) constate
gue la pathologie est plus sévére suite a l'inoculation sous-cutanée (la mortalité est en

effet plus élevée). Cette voie d'entrée peut aussi étre responsable de colisepticémie.

3.3 INOCULATION INTRAMUSCULAIRE

L'inoculation par voie intramusculaire se fait par injection profonde dans les muscles
pectoraux au niveau de la pointe du bréchet.

Avec cette méthode on connait la quantité de bactéries inoculées a chaque poulet pour
reproduire les troubles recherchés.

Ce mode d'inoculation entraine le développement d'une septicémie, avec l'atteinte des

organes filtres.

3.4 INOCULATION AU NIVEAU DES SACS AERIENS

L'inoculation dans le sac abdominal gauche, par exemple, se fait a I'aide d'une seringue
et d'une aiguille, a mi-parcours entre les deux dernieres cétes entre le bord dorsal du dos
et le bord ventral du sternum. La possibilité d'aspirer de I'air indique que l'aiguille est bien

dans la lumiére du sac aérien.

C’est cette méthode que (POURBAKHSH et all., 1997) utilisent pour inoculer des poulets
agés de 12 jours avec 10° CFU d' E. coli (0,1 ml) dans les sacs aériens thoraciques
gauches. Les oiseaux ont préalablement été mis sous sédation (mélange 50 : 50 de
Rompun., 0,01 mg/ml, et Kétamine, 0,02 mg/ml, a la dose de 1 m1lkg).

NAKAMURA et coll. (1986) inocule des poulets SPF agés de 10 semaines par cette

méme voie avec une dose équivalente (5,4.10® UFC d' E. coli).



Suite a l'inoculation au niveau des sacs aériens, l'inflammation et I'hyper vascularisation
apparaissent rapidement dans les sacs aériens et les bactéries ont ainsi I'opportunité de

pénétrer dans le systeme vasculaire et d'entrainer une bactériémie. L'adhérence des

bactéries aux cellules épithéliales des capillaires aériens, démontrée par (POURBAKHSH

49 . . I
9 a travers la barriere des capillaires

et all.,1997 b) suggére que le passage de
aériens pourrait étre la premiere voie d'entrée dans le systeme circulatoire au début de
I'infection. En effet la colibacillose aviaire débute par une aérosacculite puis évolue en
péricardite et périhépatite ; l'invasion bactérienne du systeme circulatoire par les sacs

aériens altérés peut donc bien étre considérée comme une porte d'entrée importante

Ce modele permet d'émettre I'hypothese suivante sur la dynamique de l'infection par

E. coli.

L'inoculation d' E. coli est suivie de l'invasion du systéme vasculaire par les bactéries au
niveau des sacs aériens altérés ou de l'invasion des poumons en suivant les flux de l'air.
Les E. coli pénétrent dans le systeme circulatoire ou l'infection peut ensuite s'étendre au
myocarde puis aux organes filtres et plus tard au sac péricardique et ainsi entrainer une

périhépatite et une péricardite fibrineuse.

D'aprés (DOZOIS,1994) 30 a 55% des poulets inoculés par la voie intratrachéale
expriment les Iésions macroscopiques de colibacillose. Dans I'étude de (POURBAKHSH
et all., 1997 b) 75 a 100% des poulets inoculés au niveau des sacs aériens présentent
des lésions. Il est probable qu'en évitant les mécanismes physiques d'évacuation et
d'autres mécanismes de défense locale du systeme respiratoire supérieur par l'inoculation
directe des sacs aériens on favorise le taux d'infection. Cependant des changements
microscopiques de la trachée et du larynx suggérent qu'il y a un transport mucociliaire des
E. coli vers la glotte, causant des dommages au niveau de ces sites. On ne sait pas
comment les particules, a partir de structures non ciliées des sacs aériens atteignent les
zones de transport mucocilié. Il est possible que les particules d' E. coli inoculées dans le
sac aérien caudal, suivent le flux de l'air et dans certains cas échappent au systeme de

défense du systeme respiratoire et sont exhalés.

L'intérét de ce modele d'infection est qu'il ne nécessite pas d'agent précurseur de

I'infection. Ce modele permet de comprendre la dynamique de l'infection et le réle des



composants de surface de E. coli tels que les fimbriae dans la réponse inflammatoire

générale.

3.5 INOCULATION PAR VOIE INTRA-NAS 50

MAJO et coll. (1997) inoculent des poulets SPF de 15 jours a l'aide de gouttes dans les
yeux et par voie intra-nasale avec le virus de la rhinotrachéite de la dinde (RTIV) et/ou
E. coli O78k80. La quantité d' E. coli isolée au niveau des cavités nasales est plus
importante lors de la double infection ce qui suggére que le virus de la rhinotrachéite de
la dinde correspondrait a l'agent initiateur qui permettrait ensuite la multiplication des E.
coli. L'évaluation de l'infection se fait principalement a partir des Iésions des cavités

nasales et des sinus infraorbitaires, de la trachée, des poumons et des sacs aériens.

(SMITH et all.,1985) étudient la reproduction de la colibacillose en inoculant par voie
intranasale différentes souches du virus de la bronchite infectieuse associées a
différents sérotypes de colibacilles, a des poulets d'age et de races variables. Les
groupes recevant un mélange d'IBV et/ou de souches d' E. coli présentent un taux de
mortalité supérieur a 50%. La maladie expérimentale ressemble- fortement a la maladie

de terrain.

Les conditions de reproduction expérimentale de la maladie selon cette méthode ne sont
pas rigoureuses quant a la taille des inocula et le temps d'administration de chacun des
agents.

Cependant en (SPRINGER et all. 1974) ont montré que cette méthode d'administration

donnait lieu a une maladie peu sévere.

3.6 INOCULATION PAR VOIE ORALE

L'inoculation par voie orale permet également de reproduire la maladie mais uniquement
chez le poulet d'un jour éprouvé a l'aide de doses trés élevées (10’ germes / ml).
(GOREN ;1978)

Afin de montrer le rbéle du virus de l'entérite hémorragique dans I'émergence d'une
colibacillose secondaire, (NEWBERRY et all., 1993) inoculent 2 souches d' E. coli par voie

orale, dans l'eau de boisson et pendant 10 jours, a des dindes agées de 7 semaines,



aprés l'inoculation orale du virus de I'entérite hémorragique. L’inoculum est constitué du
mélange de 2 souches d' E. coli pour mimer les conditions normales d'exposition aux

souches d' E. coli. En utilisant des souches virulentes du virus et d' E. coli le taux de

mortalité n'est cependant que de 23%. Il ne d(é?assait pas 14% lors de l'inoculation de

souches non virulentes du virus.

Des poulets inoculés avec le sérotype O7sKso, par voie orale, ne présentent des lésions de
colibacillose que pendant les deux premiéres semaines de vie et si, et seulement si, la
dose inoculée est suffisante. Cette voie d'inoculation semble avoir peu d'importance
(GOREN, 1978). Cependant (SANCIDTA et SOM,1992) ont observés 100% et 80-100%
de mortalité lors d'infection expérimentale par E. coli de cailles adultes inoculées

respectivement par voie intrapéritonéale et orale (KRISHNAMOIHAN, 1994).

La colonisation des intestins par E. Coli depuis l'cesophage jusqu'au rectum se produit
aussi bien avec les souches apathogenes qu'avec les souches pathogenes. Les souches
pathogenes montrent cependant une plus grande aptitude a coloniser le tractus digestif
(quantité plus importante, persistance plus longue). Le caecum et le rectum sont les lieux
de plus intense colonisation quelle que soit la voie d'inoculation (ANDREATTI-FILHO,
1993).

L'inoculation orale d' E. coli a des poulets gnotobiotiques agés de 2 jours a des effets
nuisibles et augmente la mortalité. Les effets de l'inoculation orale sont associés a la
présence ou non de microorganismes intestinaux. Une dose orale de Lactobacillus
acidophilus donnée a des poulets de 2 jours permet en effet une mortalité moindre suite a
I'inoculation orale d' E. coli. Bien que la constitution de la microflore ne soit pas
déterminée, on peut supposer que les E. coli données a I'éclosion induisent des variations
bénéfiques de la microflore intestinale. La souche d' E. coli inoculée se développerait au
dépend d'autres organismes, probablement d'autres, coliformes. Ces résultats supposent
I'nypothése. D’'une microflore optimale qui permettrait des performances supérieures par
le biais d'une synergie entre l'oiseau et les microorganismes intestinaux (Chizu et all.,
2002).

Des études sont faites utilisant le Lactobacillus en prophylaxie contre l'infection par

E. coli. Le Lactobacillus agirait en empéchant le développement d'autres bactéries



entériques en se fixant a I'épithélium.

Cette voie d'inoculation montre que les conditions d'élevage et I'alimentation ont une

influence sur le développement des organismes (SCHMIDT et all., 1988).

3.7 INOCULATION INTRA-TRACHEALE 92

Cette voie d'inoculation a été utilisée par differentes équipes de recherche.

GOREN et coll. (1988) inoculent des poulets agés de 17 jours par voie intratrachéale de
la facon suivante. lls instillent d'abord par voie oculo-nasale le virus de la bronchite
infectieuse pour prédisposer les oiseaux a l'infection par E. coli. Quatre jours plus tard
ces mémes poulets recoivent par voie intratrachéale des E. coli O-sKso( & la dose de 10°-
10° CFU par poulet.

Dix ans plus tard (POURBAKHSH et all.,1997 a) utilisent cette méme méthode pour
étudier I'expression des fimbriae.

Pour comparer l'efficacité de plusieurs anti-infectieux lors de colibacillose, (ONKEN ,1994)
inocule des poulets par voie intratrachéale a l'aide de 0,2 ml d'une suspension
bactérienne contenant 12.10*° UFC d' E. coli. Il utilise un placebo (NaCl solution) pour le

lot servant de référence

La mortalité et les lésions sont moins prononcées lors d'inoculation par voie intratrachéale
gue lors d'injection directe au niveau des sacs aériens (VAN DEN HURK et all., 1994). De
plus 50% des oiseaux ayant développé une bactériémie sont retrouvés sains a la fin de
I'essai. Cela laisse supposer que l'escalator mucociliaire et les poumons jouent un réle

plus efficace que les sacs aériens dans I'élimination des E. coli.

En 1978, GOREN montre gu'une souche de E. coli Oz Kgo, inoculée au cours des trois
premieres semaines de vie des poulets. par voie intratrachéale, permet de reproduire des
symptémes et des lésions de colibacillose, les poussins sont plus sensibles a l'inoculation
par voie intratrachéale que par voie orale. Cependant la maladie ne peut étre reproduite
chez les poussins récemment éclos 'qu'en utilisant de fortes doses. On considéere que
vraisemblablement l'infection naturelle intervient par la voie aérienne et que la plupart des
cas de colibacillose observés sur le terrain sont secondaires a une infection de I'appareil
respiratoire par des virus virulents (GOREN, 1978).

De méme, ROSENBERGER et coll. (1985) rapportent que plus de 10’ bactéries



hautement pathogenes sont nécessaires pour induire des lésions et/ou de la mortalité
chez plus de 50% des sujets lors d'inoculation par voie intratrachéale. Cependant les

souches faiblement pathogénes n'induisent pas de mortalité quelle que soit la dose

administrée. D'autres part les oiseaux développent vers I'age de 15 jours une résistance a
I'inoculation intratrachéale mais restent sensibl9°5'lé '"ne épreuve réalisée par voie intra-

veineuse.

La colibacillose développée apres l'inoculation par voie oculo-nasale du virus de la
bronchite infectieuse suivi 'deux jours plus tard par l'inoculation intra-trachéale d' E. coli,
est analogue a la maladie de terrain. Les autres modes d'inoculation ne donnent lieu qu'a
de faibles effets pathologiques. Ce modele expérimental reproduisant les taux lésionnel et
de mortalité rencontrés sur le terrain apparait adéquat pour I'étude de la pathogénie de la
maladie spontanée (BREE et all., 1989).

3.8 INOCULATION PAR AEROSOL

Des reproductions expérimentales de la colibacillose par les voies naturelles de
contamination nécessitent l'utilisation de facteurs déclenchant (virus, mycoplasmes), mais
permettent de reproduire les lésions typiques de la maladie ainsi qu'une mortalité proche
de celle observée sur le terrain (GOREN, 1978 et BREE et al. 1989). Ce modele
expérimental est cependant délicat a mettre en place car le risque de diffusion du virus

virulent inoculé demeure toujours présent.

Le principe de cette voie d'inoculation est le suivant: (ARP et all.,1978) inoculent les
animaux en les laissant 15 minutes dans une chambre d' 1m?® sous un aérosol dont la

taille des particules est de 2,5 um (soit 10° a 10°° bactéries/litre d'air).

Chez les poulets d'un jour l'inoculation par voie orale semble plus efficace pour induire
une colibacillose, tandis que pour les volailles agées de 45 jours la reproduction de la
maladie est meilleure en inoculant au niveau du tractus respiratoire. Les souches
apathogénes sont soit absentes soit rapidement éliminées du sang alors que les souches
pathogenes induisent toujours une bactériémie. Les poumons semblent jouer un role de
réservoir a partir duquel se disséminent les E. coli quand les bactéries sont inoculées par
voie respiratoire (SCHMIDT et all., 1988).



En exposant les poussins d'l jour a un aérosol contenant des E. Coli positives (CR+) ou
négatives (CR-) au rouge Congo, (GJESSING,1988) essaie de reproduire la voie naturelle

d'exposition aux organismes dans les couvoirs (inoculation par inhalation d'un

aérosol pendant 20 minutes). La mise en é"if*snime d' E. coli CR+ ou - a partir des
poumons des poulets infectés jusqu'a 10 jours t I'inoculation la présence de signes
de colisepticémie, d'aérosacculite et des Iésions associées supposent que I'exposition a
un aérosol d' E. coli suivi de leur inhalation dans le couvoir est de premiere importance
dans la pathogénicité des E. coli responsables d'aérosacculite et de colisepticémie. Le
faible nombre d' E. coli CR+ et CR- isolées des sacs aériens, contrairement au nombre
élevé retrouvé dans les poumons, indique que le poumon agit probablement comme un

site important d’infection.

Une aérosacculite et une colisepticémie peut étre reproduite expérimentalement en
utilisant la voie naturelle d'exposition lorsque les souches d' E. coli de l'inoculum sont
correctement choisies. Le pourcentage de lésions (9,5%) et de mortalité (2,75%)
correspond a ce qui est observé sur le terrain; cet essai reproduirait les conditions
environnementales (exposition de 20 minutes dans une chambre d' 1 m®) et la voie
d'infection par inhalation éprouvée par les poulets au couvoir. L'essai supporte
I'nypothése que l'apparition d'une aérosacculite et d'une colisepticémie chez le jeune
poulet est directement relié a linhalation d' E coli CR+ pathogenes au couvoir
(GJESSING et all., 1988).

Pour comparer l'efficacité entre différents produits et traitements, les modeles

expérimentaux doivent produire une maladie assez prononceée.
4.CRITERES D'EVALUATION

4.10BSERVATIONS CLINIOUES DES POULETS

Les criteres d'évaluations de I'état clinique des animaux sont un retard de croissance, de
la faiblesse, des troubles locomoteurs et des difficultés respiratoires. Les poulets sont

ternes, sans énergie, affaiblis et blottis les uns contre les autres.



Le gain de poids et l'isolement d' E coli a partir des organes internes sont les criteres les
plus fiables pour distinguer une souche virulente d'une souche avirulente d' E. coli
(BREE et all., 1989).

Dans le modéle de (CHARLESTON,1998). 55 nt une inoculation par voie intra-
trachéale, les poulets survivants a l'inoculation ou guéris suite au traitement ont grossi au
méme taux que les poulets non infectés dés la troisieme semaine apres l'inoculation. Les
oiseaux présentant des lésions de sévérité intermédiaire et développant des Iésions
importantes ont une croissance similaire, bien que le taux de mortalité des oiseaux ayant
des lésions séveres soit élevé. En fait la baisse de compétition pour I'espace et les points
d'eau a permis un taux de croissance des oiseaux présentant des Iésions séveres plus
haut que ce qui était attendu.

Les signes cliniques et les Iésions macroscopiques sont plus séveres lors de

I'inoculation dans les sacs aériens par rapport a l'inoculation intra.-trachéale
(POURBAKHSH, 1997 a).

4.2 LESIONS ET SCORES LESIONNELS
4.2.1 Lésions typiques

Lors de I'examen pathologique, I'attention est portée sur les Iésions typiques de

colibacillose telles que la péricardite, la périhépatite et I'aérosacculite.

Les aérosacculite et les péricardites sont les lésions macroscopiques les plus

évidentes.

Microscopiquement les lésions sont caractérisées par une inflammation avec la
présence de polynucléaires et de cellules mononuclées. Avec des zones de foyers de
nécrose, particulierement sur le coeur (ANDREATTI-FILHO et all., 1993).

Occasionnellement on observe la formation de thrombi dans les sinusoides du foie.

Les Iésions des séreuses correspondent a une inflammation fibrino-purulentes (atteinte
de I'épicarde. du péricarde, du sac péritonéal hépatique et des séreuses gastro-

intestinales).



On retrouve systématiquement au moins une aérosacculite (atteinte de I'appareil

respiratoire) chez les poulets atteints de colibacillose. Cela indique que l'infection
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débute dans les sacs aériens, avec probab la libération de toxines pouvant étre

responsables de fuites vasculaires d'ou découlent les modifications macroscopiques.

Quel que soit I'age du poulet, la voie d'inoculation, le sérotype utilisé, les Iésions de
périhépatite n'apparaissent que combinées a une péricardite, ce qui suggere que les
troubles circulatoires (congestion causée par l'insuffisance cardiaque) doivent faire
partie du syndrome colibacillose (GOREN, 1978).

Ainsi les variations pathologiques des organes au niveau desquels peu de bactéries ont
été isolées seraient probablement causées par des toxines libérées lors de la bactériolyse
(GOREN,1978).

4.2.2 Lésions de dermatites

Lors de dermatite nécrosante & E. coli la lésion correspond a un cedeme et une
décoloration de la peau en région caudale de Il'abdomen (au niveau du point
d'inoculation).

Chez les oiseaux morts ou euthanasies on observe des masses molles, jaune-brun ou
rouge- brunétre, de 3 a 5 mm d'épaisseur et large de 2 & 4 cm sur 10 a 4 cm de long au

niveau de la peau abdominale et du tissu sous-cutané.

Six heures aprés l'inoculation on observe la présence de liquide d'cedeme et de fibrine au

point d'inoculation. Les Iésions sont en place 24 heures suivant I'inoculation.
La bactériémie persiste pendant 3 jours apres l'inoculation puis disparait. Pratiquement
tous les oiseaux développent aussi une péricardite, une aérosacculite et une périhépatite

(a partir desquelles on isole E. coli) (GOMIS et all., 1997).

Dans la plupart des essais de reproduction de dermatite, la production d'une septicémie



est peu fréquente. Or dans l'essai de (GOMIS,1997) la reproduction de la dermatite
associée a dautres lésions telles que des péricardites, des aérosacculite, des
périhépatite, des ostéomyélites et des arthrites sur le méme oiseau apparait dans 80 a 90
% des cas. Cela montre la capacité de certaines souches de E. coli a produire a la fois

une dermatite et une septicémie, comme observé sur le terrain. Il n'est pas démontré que

des facteurs génétiques ou que l'influence « 57 vironnement intervient dans la capacité
des E. coli a produire a la fois des dernmaues et les autres lésions typiques de
colibacillose.

Pour confirmer le fait que les E coli isolées au niveau de dermatites peuvent produire une
infection généralisée, il serait nécessaire d'utiliser une voie d'infection plus naturelle lors

de l'inoculation des poulets.

4.2.3 Autres lésions

Les lésions de la rate se présentent sous la forme d'une nécrose des follicules lymphoides
et avec exsudation de fibrine. L'augmentation du poids relatif de la rate chez les poulets
inoculés par E coli est probablement du a la congestion et a I'hyperplasie des cellules

réticulaires de la rate. Il apparait parfois des Iésions oculaires.

La baisse des poids relatifs de la bourse de Fabricius et du thymus des poulets inoculés
est en accord avec la déplétion lymphocytaire des tissus lymphoides.

4.2.4 Evaluation de lI'importance lésionnelle

Les Iésions sont appréciées d'apres un systeme de points attribués en fonction du stade

d'évolution de la lésion. (GOREN,1978) choisit de noter les lésions de la fagon suivante.



Organe Définition de la Iésion Notation
-laccumulation excessive de liquide cla‘* ';_)23“" la cavité péricardique +
Coeur |- liquide fluide dans la cavité péricardic ou péricarde opaque
. . s g . ++
- fibrine étendue dans la cavité péricardique
- point de fibrine +
S < . +
_ - plaques de fibrine a la surface du foie
Foie | . . s
- fibrine recouvrant tout I'organe (avec parfois des adhérences et une
tumescence du foie)
s - sacs aériens thoracique et/ou abdominal modérément troubles +
acs . . +
. - sacs aériens opaques avec présence d'un exsudat
aériens ++

- sacs aeriens opagues avec exsudat en quantité importante

4.3 ISOLEMENT DE LA BACTERIE ET AUTRES EXAMENS

On cherche a isoler la bactérie a partir des lésions observées afin de s'assurer de la

concordance entre les lésions et la présence de la bactérie.

Ainsi lors de colisepticémie, des prélevements sont effectués a partir des sacs aériens, du

sang et du foie pour permettre une culture sur gélose MAC CONKEY'S

(KRISHNAMOHAN, 1994). Suite a l'inoculation oculo-nasale les prélevements se font au

niveau de la conjonctive, des volutes nasales, de la trachée, des poumons, des sacs

aériens, du foie, de la rate, du duodénum, du pancréas, des reins, du thymus et de la

bourse de Fabricius. ( MAJO et all., 1997) . Ensuite l'identification de la bactérie se fait

selon ses propriétés biochimiques.

98% des poulets inoculés par voie sous-cutanée développent une dermatite avec

isolement de E. coli a partir de 95 % des lésions (GOMIS et all., 1997).

Aucune des souches isolées de dermatite ne produit de I'hnémolysine. Cela suggére que la

production d’hémolysine n'est pas un facteur important dans la -colibacillose des volailles
(MUSANGU et all., 1996).

Pour réaliser ses analyses (évolution des C.M.l. des souches d' E. coli vis-a-vis de

I'apramycine) KOBE (1996) effectue ses prélevements a partir du cloaque des poulets et

du contenu caecal. Les résultats différents selon le lieu de prélevement; d'ou I'importance

du lieu de prélévement qui doit étre pris en considération lors de la comparaison d'études




différentes.

L'isolement des E. coli a partir de péricardites et d'aérosacculite est possible quand les
lésions sont aigués mais l'isolement n'est plus possible sur des Iésions subaigués.

La présence d' E. coli au niveau du péricarde et des sacs aériens d'oiseaux ne présentant
pas de lésions importantes est probablement associée au démarrage de l'infection dans
ces sites alors que les Iésions macroscopigues ne sont pas encore développées.

Par contre I'absence d' E. coli au niveau de lésions séveres telles que les péricardites ou
les aérosacculite a partir de 7 jours suivant l'inoculation suppose que les oiseaux sont

capables de résorber complétement I'infection alors que les dépbts de fibrine dus a

l'inflammation persistent. Certains oiseaux pré gg 1t des Iésions chroniques et localisées
; ceci suggere que non seulement ils peuve. . __. nonter l'infection mais aussi résorber

I'inflammation

POURBAKHSH et coll., 1997 a) suivent I'évolution de la bactériémie par des prises de
sang a la veine alaire (1 ml de sang) avant l'inoculation puis 3, 6, 12, 24 et 48 heures
apres l'inoculation. lis étudient I'évolution quantitative des antigenes des fimbriae et des

bactéries dans le sang.

Suite a linoculation en sous-cutanée (GOMIS,1997) étudie la bactériémie a l'aide de
ponction de 2 ml de sang périphérique dans la veine alaire a 6 heures, puis aux jours |, 3,
5, 7 et 14 post-inoculation. E. coli est mis en évidence a partir des Iésions de dermatite, du
péricarde, des sacs aériens, du sang, mais aussi a partir de la rate. Dans le cas de Iésions
chroniques on isole moins de E. coli a partir des lésions de péricardite et d'aérosacculite

gu'a partir de la dermatite sur un poulet présentant les 2 types de lésions.

L'isolement de la bactérie est aussi fonction de sa virulence. Ainsi suite a l'inoculation par
aérosol (ARP et all., 1978), la souche avirulente d' E. coli persiste a un titre élevé au
niveau des poumons tandis qu'elle est éliminée des sacs aériens en 2 jours; on ne la
retrouve jamais dans le sang ou le foie. La souche virulente est éliminée des poumons et
des sacs aériens respectivement en 15 jours et 5 jours. Elle est retrouvée de facon
sporadique au niveau du sang et du foie pendant 8 jours suivant l'inoculation. Les
souches d' E. coli virulentes possedent donc des facteurs de virulence permettant le

passage du tractus respiratoire au systéme circulatoire, alors que ces facteurs font défaut



chez les souches avirulentes.

La grande diversité de parametres pouvant influencer le déclenchement et I'évolution
d'une colibacillose implique de bien maitriser le protocole expérimental d'un essai afin de

pouvoir analyser les résultats.

Bien que la voie d'inoculation intramusculaire ne soit pas la voie la plus fréquemment
employée dans les protocoles expérimentaux pour reproduire une colibacillose, elle
présente néanmoins l'avantage de contréler le nombre de germes inoculés et de
déclencher l'apparition de lésions inflammatoires des séreuses viscérales. C’est donc ce

mode d'inoculation qui a été retenu pour notre étude.
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PARTIE EXPERIMENTALE



CHAPITRE |

REPRODUCTION PAR VOIE AEROSOL D’UNE

COLIBACILLOSE AVIAIRE



Objectif

L’'objectif de notre essai est de standardiser un
protocole de reproduction expérimentale de colibacillose
aviaire proche de la maladie naturelle par infection par

voie aerienne permettant d’obtenir en 5 jours, 5 a 10%



de mortalité et 20 a 30% de morbidité pour pouvoir

établir un traitement ou une prophylaxie efficace.
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1. MATERIELS ET METHODES
1.1 MATERIELS
1.1.1 Protocole de I’essai

5 lots de poulets de 3 semaines ont été inoculés avec une souche de colibacille O78K80
en aérosol ou par voie intramusculaire avec deux doses différentes (aérosol), combinées
ou non avec un stress additionnel de facon a reproduire une colibacillose aviaire proche
de la maladie naturelle.

Inoculés a JO, les 25 animaux de chaque lot ont été suivis cliniguement jusqu’a J5 et les
survivants euthanasies et autopsiés a J6. Les criteres de suivi portaient sur :

- La mortalité, la morbidité, la clinique et les lésions (score Iésionnel)

La durée de I'essai était de 05 jours avec une inoculation a JO, une euthanasie et autopsie
a J6.

1.1.2 Animaux et animalerie



Cent cinquante (150) poulets de race Ross Jaune de sexe male et femelle, agés de trois
semaines indemnes de maladies intercurrentes au moment de I'expérimentation et de
poids moyen identique ont été répartis en six lots.

Tous les poulets ont été pesés et Identifiés individuellement par bague alaire numérotée.
Outre I'examen global des animaux livrés, un contrble sanitaire a été effectué sur un
échantillon de dix poulets prélevés au hasard. Ce contréle comprenait, outre I'examen
clinique et nécropsique, la recherche au laboratoire d’infestation parasitaire digestive
notamment de coccidiose et la vérification d’absence d’infection salmonellique. Les
résultats devaient étre négatifs pour 'inclusion dans I'essai.

Les animaux ont été entretenus au sol sur une litiere de copeaux avec une densité de dix
par métre carré. Le matériel d’alimentation, d’abreuvement et de chauffage approprié avait
été mis en place et identifié pour chaque lot.

Les abreuvoirs siphoides étaient suspendus a un peson a cadran permettant de relever
par différence la consommation quotidienne d’eau.

Les animaux ont été nourris avec un aliment du commerce sans additifs autre que

I'anticoccidien.

1.1.3 Infection expérimentale 62

2-3-1 bactérie(espéce et sérotype)

- E. coli O78K80 : il s'agit d’'une souche septicémique pathogene chez la volaille sensible
a la fluméquine et 'amoxycilline, conservée dans la souchotheque du laboratoire et dont
les caractéristiques sont bien connus de nous car elle a été utilisée pour tous les

précédents essais d’évaluation thérapeutique.

1.2 METHODES

1.2.1 Préparation de I'inoculum bactérien

Une succession de subculture, d’abord sur gélose au sang (biomérieux) puis en bouillon
sur Z média a permis d’obtenir au bout de 24 heures une culture titrant 10’ a 1028 CFU/m.
Une succession de lavage en PBS et centrifugation avec a la fin remise en suspension a
fournis I'inoculum final qui a été congelé a — 80°C en alicot de 5 ml jusqu’au jour
d’utilisation. Un contrble d’identité et pureté a été effectué aux différentes étapes de la

préparation.



1.2.2 Modalités d’administration

- Lot Al : 25 poulets ont été inoculés par voie aérosol avec une dose d’E. Coli O78K80
titrant 10’ CFU/ml et sans stress additionnel (retrait d’aliment, d’eau et présence
d’ammoniac 50 PPM dans I'ambiance).

- Lot A2 : 25 poulets ont été inoculés par voie aérosol avec une dose d’E. Coli O78K80
titrant 108 CFU/ml et sans stress additionnel.

- Lot AS1 : 25 poulets ont été inoculés par voie aérosol avec une dose d’E. Coli O78K80
titrant 10’ CFU/ml avec un stress additionnel (retrait d’aliment, d’eau et présence
d’ammoniac 50 PPM dans I'ambiance) .

- Lot AS2 : 25 poulets ont été inoculés par voie aérosol avec une dose d’E. Coli O78K80
titrant 102 CFU/ml avec un stress additionnel (retrait d’aliment, d’eau et présence
d’ammoniac 50 PPM dans I'ambiance) .

- Lot I : : 25 poulets ont été inoculés par voie intramusculaire avec une dose d’E. Coli
O78Ka80 titrant 10" CFU/mlet sans stress additionnel.

- Lot O : 25 poulets utilisés comme témoins négatifs qui n'ont subis qu’un stress (retrait

d'aliment et d’eau) et sans inoculation par la g5 " e d’E. Coli O78K80.

1.2.3 Stress

- J-4 : Introduction des animaux

- J-1: Les poulets des lots O, AS1, AS2 ont subis un stress : retrait d’aliment de 8 a 14h
ou 20h (selon réponse), la concentration d’Ammoniac 50 PPM dans I'ambiance de 8h a 12
ou 14h, Suppression de I'eau d’abreuvement a 20h

- 2 JO : une inoculation a eu lieu pour tous les poulets a 8h du matin, les lots Al, A2, AS1,
AS2 ont été Inoculés par voie aérosol, le lot | a été Inoculé par voie IM.

- Remettre I'eau a 12h ou 16h pour les lots O, AS1, AS2.

L'utilisation de I'aérosol a nécessité de calculer le volume de l'inoculum & aérosoliser, la
pression de dispersion, le temps de dispersion, la hauteur a respecter au dessus des
oiseaux.

Différents essais de dispersion et le relevé des recommandations formulées par Intervet
pour les vaccinations en aviculture par ce moyen nous ont conduit a répartir les doses de

colibacilles a inoculer par lot sous un volume de 125 ml appliqué en 30 secondes sur 25



poulets répartis sur 5 m? a 30 cm au dessus d’eux avec une température ambiante de
17°C, ventilation arrétée.

D’apres les indications du fabricant de I'appareil utilisé pour la production de I'aérosol, la
taille moyenne des gouttelettes était de 20u. La dose totale dispersée en aérosol était 10
fois la dose théorique efficace par voie intramusculaire.

Tableau n°01 Lots d’essai (Modalités d’administration)

Lot (@) | Al A2 AS1 AS2
Inoculatio - IM Aérosol | Aérosol | Aérosol | Aérosol
n
Doses Témoin 10’ 10/ 108 10’ 108
O78K80 | négatif
Stress + - - - + T
Nbre 25 25 25 25 25 25
animaux
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1.2.4 Criteres de suivi et d’enregistremer

Une fiche d’enregistrement spécifique par lot était établit pour chaque critere.
- Poids : JO a J fin (par lot)

- Morbidité : enregistrement quotidien par lot : Du nombre de malade et de la nature des

symptomes (généraux, respiratoires, digestifs, nerveux, locomoteurs)

- Notation de la morbidité de 0 a 4
Note O : Animal normal
Note 1 : Abattu
Note 2 : Abattu, ceil mi-clos, couché, déplacement spontané
Note 3 : Idem 2, se déplace si sollicité

Note 4 : Idem 3, ne se déplace plus quand sollicité

- Mortalité : enregistrement quotidien du nombre de morts par lot
- Consommation d’eau :

«| ots Al, A2, AS1 : Litre/ lot



= Lots O, I, AS2 :

- a relever toutes les 4h entre 8h et 20h (8h, 12h, 16h, 20h)

- observer 2 fois par jour, a compter de J1, pendant 30 minutes chacun des lots

- Lot O : 8het 11h 30, Lot I : 8h 30 et 12h, Lot AS2: 9h et 12h 30, de facon a noter le

nombre et I'état clinique des sujets venant boire.
- Consommation d’aliment : Kg / lot / durée de I'essai

- Lésions : enregistrement suivant une grille de notation permettant de calculer un score
|[ésionnel chez : Les animaux morts en cours d’essai et les animaux euthanasies en fin

d’'essai.

- Notation des lésions de 0 a 4
Note O : état normal
Note 1 : discretes flammeéches de fibrine (foie, cceur) ou légere opalescence (sacs

aériens)

Note 2 : fibrine ne recouvrant pas tout 'organe g5 1 faible épaisseur (foie, caeur)

début de dépot de fibrine (sacs aériens)

Note 3 : fibrine recouvrant tout I'organe sur une faible épaisseur (foie, cceur), dép6t de
fibrine étendu (sacs aériens)

Note 4 : fibrine recouvrant tout I'organe sur une forte épaisseur (foie, cceur), dépot de

fibrine recouvrant complétement les sacs aériens
1.2.5 Analyses du laboratoire

- Bactériologie a partir des 2 premiers sujets morts des groupes inoculés et s’il y a lieu des

2 premiers morts du groupe O.
2. Résultats
- Les résultats sont présentés dans les tableaux 02 a 05, leur analyse devant permettre de

définir le protocole le mieux adapté a une reproduction expérimentale sur un effectif plus

important en conditions d’élevage.



Tableau n°02  Score lésionnel des animaux morts pendant I'essai (Lot I)

N° Date Etat Poids | Observations | Péricarde | Foie | Sacs Note
Animal | mort | général aériens | moyenne
individuelle
3896 J5 M 815¢g 4 4 4 4.0
3878 J5 M 8689 4 4 4 4.0
Sans n° J5 M 8419 4 4 4 4.0
3883 J5 M 1013g 4 4 4 4.0
3876 J5 M 791g 4 4 4 4.0
3866 J6 M 7709 4 3 3 3.3
3888 J6 BM 10809 Péritonite 4 4 4 4.0
3885 J6 m 900g 4 4 4 4.0
Moyenne 3.9
/Lot
Ecart 0.24
Type

Notation : O : Normal 1 : Léger 2 : Moyen 3 : Intense 4 : Trés intense et étendu
B : Bon BM : Bon — TB : B+ M : Mauvais

Tableau n°03 Score lésionnel des animaux morts pendant I'essai (Lot AS1)
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N° Animal Dat Etat | Poids | Upservations | Péricarde | Foi | Sacs Note
e | général e |aériens| moyenne
mort individuelle
3955 J2 BM 7259 | Coccidiose++ 0 0 0 0
Moyenne/Lot 0
Ecart type 0

Notation : O : Normal 1 : Léger 2 : Moyen 3 : Intense 4 : Tres intense et étendu

Tableau n°04 Score lésionnel des animaux morts pendant I'essai et ceux
euthanasiés a J6 (Lot I)




N° Animal Etat Observations | Péricarde Foie Sacs Note
général aériens | moyenne
individuelle
3866 M Mort j6 4 3 3 3.3
3876 M Mort j5 4 4 4 4.0
3878 M Mort j5 4 4 4 4.0
3879 M 4 3 1 2.7
3880 BM Inoculation 0 0 0 0 0.0
3881 B 4 4 2 3.3
3882 B 1 0 1 0.7
3883 M Mort j5 4 4 4 4.0
3884 TB 2 2 2 2.0
3885 M Mort |6 4 4 4 4.0
3887 BM 0 1 1 0.7
3888 BM Mort |6 4 4 4 4.0
3889 M Inoculation 3 0 0 1 0.3
3890 BM 4 3 2 3.0
3891 M Inoculation 0 0 0 0 0.0
3892 TB proventriculite 0 0 0 0.0
3893 BM Inoculation 4 0 0 0 0.0
3894 B 1100g 4 4 4 4.0
3895 BM 4 0 1 1.7
3896 M Mort j5 4 4 4 4.0
3897 BM 0 0 1 0.3
3898 B Inoculation 0 0 0 0 0.0
3899 B Bursite 0 0 0 0.0
3900 TB 3 2 2 2.3
Sans n° M Mort |5 4 4 4 4.0
Moyenne/Lot 2.3 2.0 2.0 2.1
Ecart type 1.9 1.83 1.6 1.71
Notation : O : Normal 1 : Léger 2 : Moyen 3 : Intense 4 : Trés intense et étendu
B : Bon BM : Bon — TB : B+ M : Mauvai
Tableau n°05 récapitulatif des ré: g7 delessai
LotO | Lotl |LotAl|LotA2| LotAsl | Lot AS2
Effectif initial 25 25 25 25 25 25
Effectif final 25 17 25 25 24 25
Nbre de morts 0 8 0 0 1 0
% de mortalité 0% 32% 0% 0% 4% 0%
Score lésionnel - 2.1 - - 0 -
(moyenne total lot)
Score lésionnel 0 1.2 0.2 0 0 0
(moyenne poulets
survivants)
Score lésionnel - 3.9 - - 0 -
(moyenne poulets
morts)
Ecart Type(moyenne - 0.24 - - 0 -




poulets morts)
Consommation,
Aliment Pi 35.5 25 35 35 35.6 354
Pf 12.5 13.5 11.1 11 12.1 14
Consommation, 23 115 23.9 24 23.4 21.4
aliment (total Kg)
Consommation / 0.153 | 0.079 | 0.159 | 0.160 | 0.160 0.143
poulet / jour (Kg)
Croissance Pi 22.2 21.9 224 | 21.9 20.9 21.7
Pf 35.8 29.3 379 | 37.5 33.4 34.3
Total 13.6 7.4 155 | 15.6 12.5 12.6
Croissance totale : 8.5 4.44 9.3 9.36 7.5 7.56
Pi- (pf + P morts) (Kg)
IC 2.71 2.59 2.57 | 2.56 3.12 2.83
Volume total 43.6 22.6 39.2 | 414 44.9 37.3
abreuvement (L)
Abreuvement / poulet/| 0.291 | 0.156 | 0.261 | 0.276 | 0.308 0.249
J(L)
Q Eau / Q aliment 1.90 1.97 1.64 | 1.73 1.92 1.74

2.1 Mortalité

La mortalité enregistrée chez les animaux infectés par voie intramusculaire, aérosol et non
stresseés (Lot I, Al et A2) était supérieur (08 morts sur 75 animaux ) a celle enregistrée
chez les animaux infectés par voie aérosol et stressés (Lot AS1 et AS2) (01 morts sur 50

animaux).
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L'étude statistique réalisée sur le critéere de la ité suivant le test de Student montre

gu’il y a une différence trés significative T = 0.94445

2.2 Score lésionnel

La dose d’ E .Coli inoculée par voie intramusculaire a bien été assimilée et totalement par
les animaux ce qui a permit de dépasser ces moyens de défenses naturelles donnant
ainsi au moment de l'autopsie des Iésions notés a 04: fibrine recouvrant tout I'organe sur
une forte épaisseur (foie, cceur) et un dépdt de fibrine recouvrant complétement les sacs

aériens (voir tableau 03, 04 et 05) , par contre la dose administrée par voie aérosol n'a



pas été totalement inhalée par les animaux car au moment de l'inoculation certaines
gouttelettes se dispersent automatiquement donnant ainsi des animaux infectés, moins

infectés et d’autres carrément pas infectés ce qui explique la faible mortalité enregistrée.

3. Discussion

3.1 Reproduction de la colibacillose

-Lotl:

- La reproduction par voie intramusculaire a trés bien réussi
- Pas de mortalité avant J5

- 32% de morts au total

Score lésionnel 3.9 (sujets morts pendant I'essai) et 1.2 (survivants) (Tableau n°2)

Réduction de 50% de la consommation alimentaire et d’eau par rapport au témoin

Lot témoin (Lot O)

Aucune morbidité, ni mortalité, malgré le stress (ammoniac, retrait temporaire d’aliment
et d’eau auquel il a été soumis comme les lots AS1 et AS2

- Les résultats zootechniques (consommation d’aliment, d’eau, croissance, IC) sont
conformes aux prévisions compte tenu , des caractéristiques de I'aliment, de la densité
des animaux (10 par métre carré) et de la température du local (17°).

On notera le rapport de 2 existant entre la consommation d’eau et d’aliment
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- Lots Al et A2 : Infectés par voie aérosol (Luow + et dose 2)

- Les résultats zootechniques équivalents et méme supérieurs a ceux des témoins

- L’infection n’a eu aucune conséquence sur les performances

- Une discréte morbidité a été notée a J2 et J3 pour s’estomper a J4 et disparaitre ensuite
(lot A1)

- Il n'y a pas eu de mortalité et le score lésionnel est de 0.2 (lot Al) et O (lot A2), trés

insuffisant pour étre utilisé pour des essais de traitement. (Tableau n°2)



- Lots AS1 et AS2 : Infectés avec stress adjuvant (dose 1 et dose 2) (Tableau n°2).

- Les résultats cliniques sont comparables a ceux des lots Al et A2

Discréte morbidité a partir de J2 persistant jusqu’a J5 (lot AS2) ou diminuant
progressivement pour disparaitre a J5

Un seul mort (lot AS1) lié a une coccidiose

Le score lésionnel de ces deux lots est de O

L’infection et le stress ont eu cependant des conséquences sur les performances
zootechniques (croissance total et IC)
- Ces performances sont inférieures a celle des témoins mais cependant difficile a

exploiter dans le cadre d’'un essai thérapeutique.
3.2 Discussion du protocole

L'infection par voie aérosole avec ou sans stress a donc échoué, ce qui améne a discuter
les différents paramétres de I'essai.
Influence de la souche et de la dose d’infection

La souche utilisée est efficace cf. résultats obtenus par voie IM (lot 1), la dose utilisée en
aérosol est pres de 100 fois supérieure a celle utilisée par voie IM.

Malgré une pression d’infection élevée avec une souche active, celle-ci n’avait pu
dépasser les moyens de défenses naturelles des oiseaux insuffisamment réduite par le
confinement 12h a 50 PPM d’ammoniac (effet local sur les muqueuses respiratoires) et
par les stress de privation temporaire d’aliment puis d’eau (effet dépresseur sur les
moyens de défenses généraux).

La dose infectante n’a donc pas réussi a forcer la porte séparant le milieu extérieur du
tractus respiratoire profond de l'oiseau, sans ¢ 70 3 confinement ammoniacal a réduit
I'efficacité de I'épuration muco -ciliaire mais cela n’a pas été suffisant.

Il est probable que la perméabilité a I'infection ne peut étre obtenue que par le passage
préalable d’un virus a tropisme respiratoire provoquant une altération profonde des
mugueuses respiratoires ( ex : Virus de Bl ou de la maladie de Newcastle) (Nakamura et
all.,1992, Nakamura et all.,1994, Lecoanet .J.,1992)

3.3 Analyse statistique



L’analyse statistique effectuée sur les différents lots est un test de Student pour le cas des
échantillons indépendants.

Les lots infectés et stressés ont enregistré un mort sur 50 animaux (soit une fréquence de
2%, lots AS1 et AS2).

Les lots I, A1 et A2 infectés et non stressés ont enregistrés 08 morts sur 75 animaux (soit
une fréquence de 10,67%).

L’étude statistique réalisée suivant le test de Student montre qu’il y a une différence trés

significative entre les deux échantillons t=0,94445 (p<0.05).

La mortalité enregistrée chez les animaux infectés par voie intramusculaire et non
stressés (Lot I) était significativement supérieure a celle enregistrée chez les animaux

infectés par voie aérosol et stressés (Lot AS1).

La dose d’E .coli inoculée par voie intramusculaire a bien été administrée et totalement
par les animaux ; ce qui a permit de dépasser leurs moyens de défenses naturelles. Ce
pendant, la dose administrée par voie aérosol n'a pas été totalement inhalée par les
animaux car au moment de I'inoculation certaines gouttelettes se dispersent donnant ainsi
des animaux infectés, moins infectés et d’autres totalement pas infectés ce qui explique la
faible mortalité enregistrée dans ce cas.

La voie aérosol ne permet pas d’inoculer la quantité escomptée pour atteindre I'objectif

visé a savoir I'installation de la contamination voire I'infection.

4 Conclusion et recommandations 71

Il ressort des résultats de I'essai effectué sur la comparaison des effets de I'inoculation de
la souche d’ E. Coli de sérotype O78K80 administrée avec deux doses (10’ et 10®
CFU/MI) et par deux voies (aérosol et IM) sur des poulets agés de trois semaines
combinées avec ou sans stress additionnel (retrait temporaire d’eau et d’aliment,
ammoniac),que Seul le lot | inoculé par voie IM a présenté des troubles subcliniques avec

détérioration des indices de performances (croissance et IC).



Des taux de mortalité significativement différents ont également été observés entre deux
échantillons distincts (éch1 = lots AS1 et AS2 et éch2 = lots |, A1 et A2). La mortalité
élevée serait due au mode d’administration et a la quantité de I'inoculum ; car dans le cas
de l'aérosol, nous avons noté une perte considérable, sous forme de gouttelettes, de

inoculum.

Lors d'un prochain essai, il faut essayer de voir les effets de I'inoculation de la souche
d’ E. Coli sérotype O78K80 sur des poulets préalablement infectés par des virus
immunodépresseurs(Ex : virus de la Bronchite infectieuse ou de la maladie de
Newcastle). (Gjeissing et all., 1988, Lecoanet. J,1992)
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CHAPITRE 1l

Reproduction expérimentale
d’une colibacillose chez le poulet
Efficacité comparée d’une Fluméquine par
rapport a une Enrofloxacine de Référence

dans le traitement de cette pathologie



Objectif

Démontrer I'équivalence d’efficacité d'une Fluméquine
par rapport a une Enrofloxacine de réference dans le

traitement d’une colibacillose aviaire expérimentale.

. .y 73
1. Principes géneéraux

Trois lots de 100 poulets de 3 semaines inoculés a jO par voie IM avec une
souche de Colibacille aviaire 078 k80 ont été répartis en 3 lots de traitement :
- F : Fluméquine
- B : Enrofloxacine

- I : Absence de traitement (témoin inoculé)



- E : Un 4éme lot de 50 poulets de méme origine a servi de témoin

élevage.

- Deux périodes de suivi clinique ont été distinguées :

- période de traitement : j1 - |5

- période post traitement : j6 - |9 et non pas j10 comme indiquée au protocole initial, j10
tombant un jour férié.

- Criteres de suivi pour la comparaison d’efficacité : morbidité, mortalité, clinique et Iésions
(score lésionnel), poids, consommation alimentaire, niveau d’abreuvement.

- L’étude s’est déroulée en accord avec les bonnes pratiques de laboratoire, selon les
directives 87/18/CEE et 88/320/CEE des Communautés Européennes,

- Expérimentation animale effectuée a 'lENV Lyon :

- Les analyses bactériologiques ont été effectuées dans le laboratoire de bactériologie du
Service de Pathologie du Bétail,

- Les statistiques ont été effectuées par le service de Biostatistiques de SSNA (SANOFI
Santé Nutrition Animale),

- L’ensemble de I'étude a été placé sous le contréle de I'’Assurance Qualité de SANOFI

qui a effectué les audits nécessaires :
2. Matériel et méthodes
2.1 Materiels

2.1.1 Produits en étude

Produit testé (GROUPE F)

- Matiere active : fluméquine 100 g / 1000 ml

- Formulation : solution

- Numéro de lot 74 : 180 A3

- Fabricant : SANOFI| Santé Nutrition Animale, Z|

La Ballastiere B.P. 126,
33 501 LIBOURNE Cédex, France
- Posologie :18 mg / kg / jour
- Administration : orale, en continu dans 'eau de

boisson



- Durée d’administration :5jours, dejlajs

Produit de référence (GROUPE B)

- Matiere active : Enrofloxacine 100 g/ 1000 ml

- Formulation : solution

- Numéro de lot : MF8911

- Fabricant : BAYER

- Posologie :10 mg / kg / jour

- Administration : orale, en continu dans 'eau de
boisson

- Durée d’administration :5jours, dejlaj5

2.1.2 Animaux et Animalerie

2.1.2.1 Poulets

. Ross jaune

. Sexe : male et femelle, répartition équilibrée obtenue par prélevement au hasard dans le
parquet d’origine.

. Age : 21 jours a I'entrée dans l'essali,

. Identification individuelle par bague alaire numérotée,

. Contrble sanitaire a l'entrée : état clinique individuel au moment de lidentification,
contrdle nécropsique sur 5 animaux par lot, parasitologie digestive et recherche d’infection

salmonellique, qui devait étre négative pour l'inclusion dans I'essai.

. Ces contrbdles ont permis de constater une coccidiose caecale justifiant un traitement de
tous les lots dans I'eau de boisson pendant deux jours avec du Toltrazuril (Baycox ND)
suivant les indications du fabricant. 75

La recherche de Salmonelle effectuée pa. .. _. de 5 intestins et de 5 foies par lot s’est

avérée négative.

2.1.2.2 Animalerie

- Box séparé pour chaque lot (ventilation statique)



- Litiere : copeaux

- Densité : 15 animaux par m?

- Matériel d’élevage :

- chauffage : non nécessaire,

- trémie et abreuvoirs siphoides en nombre approprié a raison d’'une trémie et d’'un
abreuvoir pour 50 animaux,

- Aliment du commerce sans additif autre que I'anticoccidien (Amprolium).
2.2 Méthodes
2.2.1 Constitution des lots et traitement

- 3 lots de 100 poulets inoculés a0 : F, B, |
- 1 lot témoin élevage de 50 poulets :

2.2.1.1 Inoculation

- Souche de Escherichia coli septicémique aviaire sérotype
078-k 80, sensible a la fluméquine et a I'enrofloxacine. Il s’agit d’'une souche isolée d’'un
cas spontané de Colisepticémie du poulet conservée dans la souchotheque de notre
laboratoire. La sensibilité de la souche utilisée vis a vis de la fluméquine et de
I'enrofloxacine a été déterminée par SSNA vis a vis de I'enrofloxacine
CMI = 0,03 pg/ml CMB = 0,06 pg/ml de la Fluméquine CMI = 0,5 pg/mi
CMB =1 ug/ml

- Inoculum : Suspension initiale nécessaire, préparée en un seul lot, contrdlée (identité,
pureté), titrée et congelée a - 80°C en aliquote de 5 ml.

- Dose et voie : la dose inoculée avait été déterminée lors de précédents essais de facon
a provoquer 30 % de mortalité en 5 jours (D" g™ 1), pas de mortalité a jO et moins de 5 %
a jl. L'inoculation a eu lieu par voie intramu. _____. 2, dans les muscles du bréchet sous un

volume de 0,1 ml.
2.2.1.2 Traitement
- 1er lot : lot F : fluméquine dans I'eau de boisson en continu, a la posologie de 18 mg/kg/

24 heures. La distribution a commencé 24 h aprés l'inoculation et a continué jusqu’a j5

compris ; soit de j1 a j5.



L'’eau médicamenteuse était présentée dans des abreuvoirs siphoides d’'une capacité
suffisante pour couvrir les besoins d’abreuvement des animaux pendant 24 h. Elle était
renouvelée tous les jours. Les quantités bues étaient calculées par différence entre le

volume initial et le volume restant.

- 2éme lot : lot B : Enrofloxacine dans I'eau de boisson en continu a la posologie de 10

mg/kg/24 heures dans les mémes conditions que pour le lot F.

- 3éme lot : lot | : ot inoculé, non traité (témoin négatif).

- 4eéme lot : lot E : lot témoin élevage - non inoculé, non traité.

Il permettait de vérifier I'absence de maladie intercurrente.

2.2.1.3 Administration des traitements

Les traitements ont été administrés comme prévu au protocole initial en se
référant au poids calculé des animaux présents et a la consommation réelle d’eau le jour
précédent.

A jl1, la consommation d’eau prévue fut celle de jO diminuée de 25 % pour
tenir compte de la morbidité.

L’ensemble des données du calcul des doses de traitement, des volumes de
répartition et des quantités réellement prises est indiqué dans le tableau récapitulatif joint

a l'annexe n° 01.

2.2.1.4 Commentaires 77

- A j1 la prise thérapeutique n’est que de 66 % pour le lot F et 55 % pour le lot B du fait
d’une réduction de la consommation d’eau de 50 % au lieu des 25 % prévus, du fait de la
séverité de I'épreuve.

En réalité, le sous dosage thérapeutique a j1 est bien moindre que ce qui est suggéré par
les chiffres car dans la réalité les animaux les plus fortement atteints ne se déplacent
méme plus pour aller boire. Ce sont les futurs morts de j2.

En tout état de cause, le sous dosage est du méme ordre de grandeur pour les deux lots.



- A j2, c’est I'inverse qui se produit, le rétablissement des animaux et la disparition de ceux
qui ne buvaient plus (cf. ci-dessus) conduisent a une surconsommation d’eau par rapport
aux prévisions et a un surdosage thérapeutique, du méme ordre pour les deux lots : 1,54
et 1,64 respectivement pour les lots F et B.

- De j3 a j5, le rétablissement des animaux s’accompagne d’une régularisation de l'ingéré
hydrique et les prises thérapeutiques pratiquement identiques pour les deux lots, sont

voisines de I'objectif.

En résumé, les posologies administrées aux deux lots de j1 a j5 restent comparables car

les écarts d’ingéré entre le prévu et le constaté sont identiques pour les deux lots.

2.2.2 Déroulement de I'essai, critéres de suivi et enregistrement

2.2.2.1Déroulement de I'essai

L’essai a comporté 3 phases :

- phase d’adaptation a I'animalerie limité a 24 h pour des raisons de calendrier (jour fér

- phase d’'inoculation / traitement : jO - j5,

- phase post-traitement : j6 - j9 au lieu de j10 pour des raisons de calendrier (jour férié

- A |9, tous les animaux survivants ont été euthanasiés par injection intraveineuse de

pentobarbital sodique et autopsiés.

- Tableau récapitulatif du protocole 78
Tableau 01

LOTS F B | E
Nbre de poulets 100 100 100 100
Adaptation i-3ajo i-3ajo j-3ajo i-3ajo
Inoculation E.Coli JO JO JO -
Traitement Jlaj5 Jilajs - -

Flumequine Enrofloxacine

Enregistrement
1" phase Joajs Joajs Joajs Joajs
2°™ phase J6 aj10 J6 aj10 J6 aj10 J6 aj10




| Euthanasie/Autopsie | J10 | J10 | J10 | J10

2.2.2.2 Criteres de suivi

2.2.2.2.1 Morbidité

. enregistrement quotidien par lot suivant une grille de suivi :

. nombre de malades,

. nature des symptdmes (généraux, respiratoires, digestifs, nerveux, locomoteurs),

. Score de morbidité

2.2.2.2.2 Mortalité quotidienne, cumulée

- Lésions enregistrement suivant grille de notation permettant de calculer pour chaque lot
un score lésionnel chez :
* animaux morts en cours d’essai

* animaux euthanasiés en fin d’essai (j9)

2.2.2.2.3 Score lésionnel : Notation indépendante de 0 a 4 pour le foie le coeur/péricarde
et les sacs aériens. Le score est le total des 3 notes d’organes, le minimum étant O et le
maximum 12, et non pas 9 comme indiqué dans le protocole initial ou la notation avait été

par erreur prévue de 0 a 3.

Notation des lésions de 0 a 4 79
Note O : état normal,
Note 1 : discrétes flammeéches de fibrine (foie, coeur) ou |égére opales-

cence (sacs aeériens),

Note 2 : fibrine ne recouvrant pas tout I'organe ou en faible épaisseur
(foie, coeur), début de dépbt de fibrine (sacs aériens),

Note 3 : fibrine recouvrant tout I'organe sur une faible épaisseur (foie,
coeur), déepbt de fibrine étendu (sacs aériens).

Note 4 : fibrine recouvrant tout I'organe sur une forte épaisseur (foie,
coeur), (dépdt de fibrine recouvrant complétement les sacs

aériens).



2.2.2.2.4 Poids j0 - j9 par lot : pesée individuelle
2.2.2.2.5 Consommations
* eau : volume quotidien par lot,

* aliment : quantité par lot jO - j5 et j6 - |9

2.2.3 Analyses de laboratoire

- Bactériologie de contrdle a partir des deux premiers sujets morts dans chacun des lots.

2.2.4 Analyse statistique et interprétation des résultats

L’analyse des résultats a été faite en deux étapes :

- Validation des conditions expérimentales par comparaison du lot E au lot I, le lot E ne

devant rien révéler d’'anormal et le lot | une mortalité de I'ordre de 30 %.

- Evaluation de I'efficacité par comparaison des 3 lots, F, B et I.

Les parametres suivants seront étudiés :

- Mortalité cumulée de JO a J5 (fin du traitement) : test du X2
- Mortalité cumulée de JO a j9 : test du X2
- Score lésionnel des animaux survivants a j9 et sacrifiés : ANOVA

- Score Iésionnel des animaux morts : ANOVA (ce critéere n'a pas de
signification du point de vue de l'efficacité), gq

- Morbidité cumulée (nombre de malades-joL. _ . __porté aux nombre
d’animaux-jours) de JO a J5 (fin du traitement) : test du X2

- Poids a J9 par ANOVA avec covariant le poids a JO

Les tests ont été faits au risque de premiere espéce a = 5% et de formulation bilatérale,

Les conditions d’application de chaque test ont été vérifiées,

lIs ont été effectués avec le logiciel BMDP (BMDP Statistical Software, Inc. 144 Sepulvea

Boulevard, Suite 316 Los Angeles, CA 90025).

3. Résultats et discussion



Le récapitulatif des résultats de mortalité, morbidité, score Iésionnel,

croissance, consommation d’eau et d’aliment est présenté dans le tableau n° 2

"ableau N° tableau 02 : Résultats récapitulatifs des consommations d'eau et d'aliment, de la croissance des
guatre lots pour chacune des périodes suivies

Lot F Lot B Lot i Lot E

J0-J5 | J6-J9 | J0-J9 | J0-J5 | J6-J9 | J0-J9 | J0-I5 | J6-J9 | J0-J9 ( JO-J5 | J6-J9 | JO0-J9
Nbre j*poulets 357 117 474 331 102 433 326 75 401 300 150 450
Total Eau 352 | 243 | 59,5 | 29,5 | 20,2 | 49,7 | 24,8 | 11,9 | 36,7 | 54,4 34,6 89
Eau/poulet*j 0,099 | 0,208 | 0,126 | 0,089 | 0,198 | 0,115 | 0,076 | 0,159 | 0,092 | 0,181 | 0,231 | 0,198
% Lot E 54 90 63 49 86 58 42 69 46 100 100 100
Total Alim 22,3 | 16,1 | 384 | 21,8 | 13,5 | 35,3 | 17,5 8,5 26 37,7 21,5 59,2
Alim/poulet*j 0,062 | 0,138 | 0,081 | 0,066 | 0,132 | 0,082 | 0,054 | 0,113 | 0,065 | 0,126 | 0,143 | 0,132
% Lot E 50 926 62 52 92 62 43 79 49 100 100 100
CroitTotal
(Vivants) 12 10,7 4,9 25,2
Indice . 3,2 3,3 53 2,3
Consommation

L’'analyse bactériologique de contrble réalisée sur les deux premiers animaux

morts de chacun des lots inoculés a conduit dans chaque cas a I'isolement du

Colibacille inoculé en culture pure et abondante. L'identité de souche avec l'inoculum a
été déduite de la comparaison des profils d’antibio*"éq"‘we.

L'analyse statistique des résultats a ealisée en conformité avec les
procédures de bonnes pratiques de laboratoire par SSNA. le jour fin d’essai est désigné
j10 comme cela était prévu au protocole initial. En réalité, il convient a chaque fois de lire
j9 qui est la date effective de fin d’essai imposée par des contraintes de planning (jour
férié).

3.1 Mortalité
La mortalité cumulée a j5 et a |9 est présentée dans le tableau n° 3 ci-dessous ainsi

gue la mortalité jO-j1 (9 h).

Tableau n° 3 : mortalité cumulée a j5 et j9 pour chacun des 4 lots



Lot E Lot F Lot B Lot |
j1(9h) 0/50 17/100 27/100 17/100
i5 0/50 61/100 65/100 72/100
9 0/50 61/100 66/100 76/100

Lot E : Il n’a été enregistré aucune mortalité dans ce lot (témoin élevage) pendant toute la
durée de l'essai. Les troubles et la mortalité constatés dans les autres lots sont donc a

rapporter a I'infection expérimentale elle-méme.

Comparaison des mortalités cumulées a j5 a j9

Il n’a pas été mis en évidence de différence statistiquement significative entre
les taux de mortalité cumulée a j5 (P = 0,25) eta j9 (P = 0,07).
- La mortalité avant traitement entre jO et j1 (9 h) a été supérieure a ce qui était espéreé,
respectivement : 17 %, 27 % et 17 % pour les lots F, B, I. Consécutivement, il a été décidé
d’effectuer les comparaisons de mortalité sur la période de traitement j1 - j5 en excluant la
mortalité jO - j1 (9 h).

- La mortalité cumulée j1 - j5 et j1 - |9 f 82 sur le tableau récapitulatif n° 4 et les

graphiques n° 1 et 2.

Tableau n°4 : mortalité cumulée a j5 et j9 a partir de j1 (9 h) pour chacun des 3 lots

Lot F Lot B Lot |
Nombre % Nombre % Nombre %
jl1-j5 44 53 38 52 55 66
j1-19 44 53 39 53 59 72




Graphique N°1 : Mortalité par lot de J1 & J5
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La mortalité de j1 a j5 est de 53 %, 52 % et 66 % respectivement pour les lots F, B, I.
Bien que le taux du lot | (66 %) soit neﬂngﬂsﬂnt supérieur a celui des lots F et B, la
différence n’est pas statistiquement signi '

A |9, les taux de mortalité sont de 53 %, 53 % et 72 % respectivement pour les lots F,
B et I. Dans ce cas, la différence entre les 2 lots traités et le lot Infecté (1) est
statistiguement significative (P = 0,02).

Il N’y a pas de différence entre les deux lots traités B et F.

Sur le critere de mortalité cumulée a |9, les deux traitements B et F présentent donc

une efficacité réelle et équivalente.

3.2 Morbidité



La notation a 5 classes (O a 4) de la morbidité quotidienne a permis de suivre
I'évolution journaliére de la note moyenne de morbidité de chaque lot. Elle est

représentée sur le graphique n° 3.

Graphique N°3 : Evolution de la Note de Morbidité
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A j1, la note moyenne des trois lots inoculés est tres élevée, voisine de 19/20 alors que le
lot E ne comporte aucun trouble et n’en manifeste aucun jusqu’a la fin de I'essai.

La note moyenne de morbidité des lots B et F diminue ensuite rapidement,
consécutivement au traitement, de j1 a |j 84 un peu plus lentement de |3 a j6 avec
méme un léger plateau de j3 a j4 pour le lot B.

A j6 les animaux survivants des deux lots traités ne présentent pratiguement plus de
morbidité.

Le lot Inoculé non traité (I) obtient une note moyenne de morbidité qui reste élevée de j1 a
j5 pour diminuer ensuite a partir de j6. La comparaison graphique fait bien ressortir
I'équivalence des traitements B et F et la différence avec le lot I.

L’'analyse statistique a porté sur la répartition de la morbidité par classe de gravité
cumulée entre j1 et j5 (période de traitement).

Les résultats en nombre et en pourcentage de I'effectif présent a j1 pour chaque lot sont

présentés dans le tableau récapitulatif 02, le tableau 04 et le graphique 04.



Tableau n° 5 : Répartition de la morbidité cumulée par classe de gravité de j1 a

j5
Note 0 1 2 3 4
Nbre % Nbre % Nbre % Nbre % Nbre %
Lot F 51 20 51 20 32 12 38 15 85 33
Lot B 32 14 46 20 37 16 28 12 88 38
Lot i 0 0 9 4 11 4.9 109 48 97 43
Lot E | 249 100 1 0,4 0 0 0 0 0 0

Graphique N°4 :Repartition de la morbidité cumul ée
de J 1a ) 5 par classe de gravité

Lot E

1
2

Notes de gravité 4

La représentation graphique, illustre bien la similitude de la répartition des deux lots traités

B et F et la différence existante avec le lot | dont 91 % de I'effectif se répartit dans les
deux classes de morbidité les plus élevées.




L’'analyse statistique des répartitions de morbidité met en évidence une différence

significative en fonction du traitement.

La comparaison deux a deux montre :
- une différence significative entre les lots
Betl (P < 0,001)
Fetl(P<0,001)

- Il n’y a pas de différence entre les lots B et F (P = 0,27)

Les deux traitements B et F ont donc réduit fortement et rapidement la morbidité et ce de
facon équivalente, alors que la morbidité est restée tres fortement et significativement plus

élevée dans le lot I.
3.3 Scores lésionnels
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Les résultats des scores lésionnels individuels figurent sur une feuille d’enregistrement

commune avec celle des poids a jO et a j fin.

3.3.1 Animaux survivants

Les résultats sont présentés dans le tableau n° 6 avec la moyenne et I'écart-type mais

aussi pour des raisons d’analyse statistique, en répartition par quartile.

Tableau n° 6 : Scores lIésionnels des animaux survivants

Lot F Lot B Lot |
Moyenne 0,5 0,4 1,1
Ecart-type 0,75 0,68 1,29
Minimum 0 0 0
guartile 25 % 0 0 0
Médiane 0 0 1
Quatrtile 75 % 2 2 7
Maximum 7 7 11

La comparaison des scores moyens semblerait indiquer une égalité entre les lots B et F

dont les scores moyens apparaissent inférieurs de moitié au score moyen du lot I.



Cependant, lI'analyse statistique (test de KRUSKALL-WALLIS,) ne met pas en évidence

de différence significative.

3.3.2 Animaux morts

Les résultats sont présentés comme précédemment dans le tableau n° 7 et le test de
KRUSKALL-WALLIS appliqué.
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Tableau n° 7 : Scores lésionnels des a X morts

Lot F Lot B Lot |
Moyenne 1,1 0,8 1,6
Ecart-type 1,07 1,09 1,39
Minimum 0 0 0
Quatrtile 25 % 0 0 0
Médiane 3 0 5
Quatrtile 75 % 5 5 8
Maximum 10 11 12

Dans ce cas, l'analyse statistique met en évidence une différence significative entre les
scores lésionnels des trois groupes (P = 0,002).

La comparaison deux a deux indique I'équivalence des deux lots traités B et F (P > 0,10)
tandis que le lot | présente un taux de score Iésionnel fort, significativement plus élevé que
le lot B.

Sur le critére du score Iésionnel des animaux morts, les deux traitements présentent donc

une efficacité équivalente.

3.4 Poids

Les poids moyens a jO et j9 des animaux des trois lots, euthanasiés a j9, sont présentés

dans le tableau n° 8.



Tableau n° 8: Poids moyen (g) des animaux des trois lots euthanasiés a j9

(moyenne + écart type)

Lot F Lot B Lot | Lot E
Poids jO 654 + 74 645 + 70 676 + 89 653 + 82
Poids |9 962 + 143 970 + 111 880 + 196 1156 + 151
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Il N’y a pas de différence statistiquement sig ve entre les poids moyens des trois lots
a jo, la comparaison entre les 3 lots est donc possible.

A |9, on constate que le poids moyen des animaux des lots B et F est d’environ 83 % de
celui du lot E alors gu’il n’est que de 76 % pour le lot I.

L’'analyse statistigue met en évidence une différence significative entre les poids moyens
des trois lots F, B, I. (P < 0,001).

La comparaison deux a deux montre lI'absence de différence significative entre les
groupes F et B et une différence statistiguement significative entre les lots B et |

(P <0,001) ainsi qu'entre les lots F et | (P < 0,05).

Il'y a donc un effet favorable équivalent des deux traitements sur le critére poids a j9.

3.5 Autres critéres

D’autres criteres d’évaluation qualitatifs de I'efficacité des deux traitements ont été suivis.
Il s’agit :

a) des consommations d’eau et d’aliment pour les deux périodes
de suivi: jO-j5 et 9 etle cumul jO - |9

b) du croit total (jO - j9) et du calcul de l'indice de consommation,

Ces données figurent sur les feuilles de suivi clinique par lot, le tableau récapitulatif n°2 et

3.5.1 Consommation d’eau

Le graphique n° 5 représente I'évolution de cette consommation par poulet et

par jour, pour chacun des lots.
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Graphique N°5 Evolution de la consommation d'eau
par poulet et par jour
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Apres une chute des 2/3 de la consommation d’eau par rapport a celle du lot E (témoin)
de jO a j1, suite a I'inoculation, la consommation des deux lots traités se redresse de facon
équivalente jusqu’a j3, pour atteindre les 3/4 de la consommation du lot E. Le lot | (inoculé
non traité), présente une consommation qui reste en moyenne de la moitié de celle du lot
E. Ces difféerences traduisent l'état sanitaire des animaux et illustrent I'effet des

traitements qui apparaissent équivalents.

3.5.2 Consommation d’aliment

Les consommations d’aliment aux trois périodes considérées peuvent étre comparées

entre les lots a partir du graphigue n° 6 sur lequel les consommations sont représentées.
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Graphique N° 6 : Consommation
d'aliment en pourcentage du lot E
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La consommation du lot E est de 130 g par poulet et par jour sur la période jO - j9. C'est

une consommation normale.

- Période jO - j5

La consommation des lots B et F est tres voisine, elle est réduite & 50 % de
celle du lot E, témoignant de la morbidité provoquée.
Elle est cependant supérieure de pratiquement 10 points a celle du lot | : 50 % versus 43
%.
- Période j6 - j9

Les lots B et F présentent une consommation pratiguement identique, avec un
|éger avantage au lot F dont la consommation atteint 96 % de celle du lot E permettant sur
ce critere de dire qu’a partir de j6 les animaux des lots traités sont gueéris.

Le lot | a la différence des lots traits, présente toujours une sous-

consommation alimentaire. Celle-ci n'est que de 80 % de celle du lot E.
Au total, le critere consommation alimentaire est un bon critere de morbidité, le

rétablissement de la consommation normale témoigne de la guérison des animaux. Sur ce

critere, les deux traitements présentent une efficacité équivalente.

91



3.5.3 Croit total et indice de consommation

Le croit total jO - j9 pour chacun des lots figure sur le tableau n° 9, ci-

dessous :

Tableau n° 9 : Récapitulatif des résultats de croissance et d’indice de

consommation

Lot F Lot B Lot | Lot E
croit (vivants) 12 10,7 4,9 25,2
croit (morts) -4 -4,4 -6,5 -
IC (vivants) 3,2 3,3 53 2,3

Globalement la croissance des lots F et B est équivalente avec cependant 1
kg de plus pour le lot F.

La croissance du lot | n'est que de la moitié de celle du lot B et de 40 % de
celle du lot F.

L’indice de consommation des deux lots traités F et B est pratiquement
identique : 3,2, supérieur d’'un point a celui du lot E, traduisant la encore la morbidité qui
est intervenue de jO a j5. Comparativement, l'indice du lot | est de 3 points supérieur a

celui du lot E au lieu de 1 point pour les 2 lots traités.

Au total, sur les criteres de la croissance et de lindice de consommation, les
performances des deux lots traités sont équivalentes, inférieures a celles du lot E témoin

élevage, mais tres supérieures a celles du lot | témoin infecté.

L’équivalence des deux traitements F et B qui apparait ici est en accord avec

les résultats des comparaisons statistiques effectuées sur les criteres précédents.

4. Discussion générale 92



4.1 Protocole

- Infection d’épreuve

La dose inoculée était de 2,8.10° CFU par poulet comme initialement déterminée pour
provoquer 30 % de mortalité en 5 jours et moins de 5 % a j1. Cela n’a pas été le cas
présentement pour les raisons probables suivantes :

- poulet de poids moyen de 650 g contre 800 g habituellement,

- période d’adaptation de 36 h au lieu de 3 j habituellement,

- coccidiose caecale importante qu'il a fallu traiter le jour de réception des poulets.

4.2 Résultats

4.2.1 Mortalité

Les mortalités importantes qui sont apparues précocement ont réduit le pouvoir
discriminant du test sur le critére mortalité. Ainsi, il n'y a pas de différence entre les trois
lots pour le taux de mortalité de jO a j5, de jO0 a9 et de j1 a j5 pas plus que pour les scores
lésionnels des animaux survivants a j9.

Ceci a conduit a comparer les taux de mortalité des trois lots en excluant la mortalité
avant traitement. Dans ces conditions, les taux de mortalité cumulée de j1 a j9 sont
comparables pour les deux lots traités, inférieurs a celui du lot | avec une différence

statistiguement significative.

4.2.2 Morbidité

Malgré la sévérité de I'épreuve, le taux de morbidité cumulée des deux lots traités est
significativement inférieur a celui du lot | ; il est équivalent pour les lots B et F traduisant

I'équivalence d’efficacité des deux traitements.

4.2.3 Score lésionnel
La forte mortalité a trop réduit les effectifs pour permettre de mettre en évidence une
différence statistiquement significative de scores lésionnels des animaux vivants en fin

d’essai entre les lots.
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Cette différence existe pour le score lésionnel des animaux morts avec un score
significativement supérieur pour le lot | alors qu’il y a équivalence pour les lots B et F, ce

qui traduit la encore une équivalence d’efficacité des traitements comparés.

4.2.4 Poids des animaux

Malgré la réduction des effectifs vivants en fin d'essai, une différence statistiquement
significative existe entre le poids des animaux des trois lots : le poids des animaux des
lots B et F est équivalent et significativement supérieur au poids des animaux du lot I.

4.2.5 Consommation d’eau, d’aliment, croissance et indice de consommation

Les résultats concernant ces quatre criteres sont superposables a ceux concernant la
morbidité. Faute de pouvoir recourir a une analyse statistique pour ces criteres, les
résultats suggeérent fortement, tout comme les précédents, l'efficacité des traitements

étudiés et I'équivalence de celle-ci.

5. CONCLUSION

Trois lots de poulets soumis a une épreuve dinfection colibacillaire
particulierement sévere ont permis de comparer lefficacité du traitement par la

Fluméquine a celle de I'Enrofloxacine.

L'efficacité du traitement et I'équivalence des deux traitements ont été

démontrées pour les critéres suivants :

- taux de mortalité cumulée de j1 a j10
- taux de morbidité cumulée pendant la période traitement,
- score lésionnel des animaux morts,

- poids des animaux en fin d’essai.

Cette équivalence d’efficacité est suggérée par les criteres de consommation

d’eau, d’aliment, de croissance des animaux et d’'indice de consommation.
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CHAPITRE 1l

REPRODUCTION EXPERIMENTALE
D’UNE COLIBACILLOSE CHEZ LE POULET
APPLICATION A L’EVALUATION DE
L’EFFICACITE D’'UNE AMOXICILLINE PAR
RAPPORT A UNE ENROFLOXACINE DE
REFERENCE



OBJECTIF

L’objectif de I'étude était de reproduire expérimentalement
les symptdomes d’'une colibacillose de poulet a I'échelle d'un
élevage industriel pour ensuite comparer [l'efficacité
thérapeutique de deux anti-infectieux dans le traitement de
cette colibacillose. Un des deux produits possede déja une
A.M.M en France dans cette indication. Les produits ont été

utilisés conformément aux indications des fabricants.

L’étude a été réalisée en accord avec les Bonnes Pratiques de
Laboratoire selon les Directives 87/18/CEE et 88/320/CEE des

Communautés Européennes.



1. MATERIELS ET METHODES
1.1 MATERIELS

1.1.1SELECTION DES ANIMAUX

1.1.1.1Choix des animaux

. Espece : poulet
. Race : Ross jaune
. Sexe : les poulets ont été sexés, la répartition des males et des femelles a été

équilibrés de fagon a avoir 50 males et 50 femelles par box.

. Age : 23 jours lors de I'inoculation (J1).
. Poids corporel moyen :0,630 kg
. Nombre : 2207 poulets répartis en 4 lots.

1.1.1.2 Définition des groupes

Lot A : 484 poulets inoculés par voie I.M avec 0,5.10” C.F.U. d’' E, Coli, puis traités avec

une Amoxicilline dans I'eau de boisson a la dose de 20 mg/kg/j, pendant 5 jours.

Lot B : 484 poulets inoculés par voie I.M. avec 0,5.10” C.F.U. d’' E. Coli, puis traités avec

une Enrofloxacine dans I'eau de boisson a la dose de 20 mg/kg/j, pendant 5 jours.

Lot C : 196 poulets inoculés par voie I.M avec 0,5.10” C.F.U. d’ E. Coli, mais non traités

servant de témoins positifs pour évaluer les effets des traitements.

Lot D : 1043 poulets non inoculés, non traités, servant de témoins négatifs.

1.1.1.3 Hébergement des animaux

Les poulets ont été répartis au hasard entre les deux salles.

Inoculés traités et inoculés non traités (lots A, B et C) étaient dans la méme salle appelée

salle 1.
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Ces lots ont été répartis dans deux rangées de 6 cases a raison de 100 sujets par box
(densité 20 poulets/m?)

La répartition des lots dans les box a été faite de la facon suivante :

- Lot A : box numérotés de 1 a 5.
- Lot B : box numérotés de 8 a 12.
-LotC:box6et7.

box 1 box 2 box 3 box 4 box 5 box 6

box 7 box 8 box 9 box 10 box 11 box 12

Le lot D de témoin d’élevage occupait la salle voisine du méme batiment (box 13 a 24),
appelée salle 2, dans les conditions identiques a celles des lots inoculés.

Pour les deux salles la litiere était composée d’'une base de copeaux surmontée de paille
broyée. Les animaux étaient soumis a un éclairement permanent mais l'intensité de la
lumiere était variable L’eau et I'aliment étaient fournis ad libitum.

Les poulets des box 3, 7 et 9 de la salle 1, ainsi que ceux du box 14 de la salle 2, ont été

identifiés individuellement par une bague alaire numérotée .

1.2 METHODES

1.2.1 INOCULATION ET TRAITEMENT

1.2.1.1Inoculation d’E coli

Une souche d’Escherichia coli septicémique aviaire de sérotype O.sKgo sensible a I'anti
infectieux testé a été inoculée aux lots A, B et C. La sensibilité de la souche a l'anti —
infectieux a été déterminée par SSNA (Sanofi Santé Nutrition Animale) et la valeur de la
CMI est de 2 pg/ml.

Cette souche a été isolée a partir de lésions de colibacillose aviaire chez des poulets de

chair. Elle est depuis conservée a la souchothéque du laboratoire de pathologie du bétalil
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de 'Ecole Nationale Vétérinaire de Lyon.
La suspension mére ajustée a 10° CFU/ml était conservée a — 65°C jusqu'a son
utilisation. L’inoculum a alors été préparé par dilution en milieu PBS de facon a obtenir un

titre de 5 10 CFU/ml, puis réparti en flacons stériles.

L’inoculation a été réalisée a Jl, par injection intramusculaire profonde dans les muscles
du bréchet, d’'une dose de 0,5 10’ CFU d’ E. Coli dans un volume de 0,1 ml.

1.2.1.2 Produits a I’étude

nous appelons I’Amoxicilline le produit testé et 'Enrofloxacine le produit de référence.

1.2.1.3 Schéma de traitement

Les traitements ont été instaurés dans I'eau de boisson 48 heures aprés l'inoculation (j3).
Le traitement a duré 5 jours pour les deux produits et s’est terminé a j7.

Seuls les lots A et B ont été traités :

. Lot A (box 1 ab5):L’Amoxicilline a 20 mg/kg/j, cette dose étant administrée

sur 6 heures d’abreuvement par jour (de 9 a 15 heures).

. Lot B (box 8 a 12) : L'Enrofloxacine a 20 mg/kg/j, cette dose étant
administrée en continue sur 24 heures en 2 x 12 heures.

La pesée des produits a dé effectué a I'aide d’'une balance de type Sartorius Universal.

La quantité de produit nécessaire au premier jour de traitement a été calculée a partir du
poids vif des poulets lors de la pesée a j-1. Les jours suivants les box 3 et 9,
correspondant respectivement aux lots A et B, ont été pesées avant la préparation de la
guantité de produit.

Chaque jour au environ de 9 heures, le volume de la solution a été ajustée sur la
consommation de la veille.

Pour le lot A, le temps de traitement a été Iégérement augmenté lorsqu’il restait de la
solution médicamenteuse dans Je bac (j6 et j7). Pour le lot B, la solution restant dans le
bac a la fin des 12 heures a été jetée avant d’étre remplacée par la solution fraichement
préparée (J3, j5 et j6)
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1.2.1.4 Posologie réellement distribuée

La totalité de lI'eau médicamenteuse préparée chaque jour n’'a pas toujours été
consommée en fin de période de traitement En effet les animaux morts au cours du
traitement n’ont pas consommeé la quantité d’eau traitée qui leur était destinée. En tenant
compte de l'effectif ayant recu les produits et la quantité d’eau traitée consommée par
jour, la posologie réelle par jour a pu étre calculée pour chaque produit Les posologies
ainsi calculées sont trés proches de la posologie attendue, c'est-a-dire de 20 mg/kg/j
(Annexe 1)

1.2.2 OBSERVATIONS

1.2.2.1 Mortalité

La mortalité quotidienne a été relevée pendant la période d’acclimatation. A partir de j1

jusqu’a j11 la mortalité a été relevée deux fois par jour (matin et soir) dans chaque groupe

1.2.2.2 Croissance de I'’ensemble du lot

La croissance a été mesurée en pesant ensemble les poulets d'une méme boxa J-l et J11,
et ce pour tout les box.

Aj-1 et J11, la pesée individuelle des sujets bagués (box 3, 7, 9 et 14) a permis d’évaluer
I’'hnomogénéité du lot.

Des pesées supplémentaires ont été effectuées a J4, J5, J6 et J7 pour évaluer la quantité
de produit nécessaire. Ainsi, les pou lels des box 3 el 9, correspondant respectivement

au lot A et au lot B ont été pesés collectivement de J4 a J7.

La mesure de la consommation d’eau a été réalisée de 1-4 & J11 pour la salle 1. Pour la
salle 2 (ttmoin d’élevage), la consommation d’eau a été mesurée de J2 a J 11.
Les mangeoires ont été peséesa J- 1 et J 11

Les pesées ont éte effectuées a I'aide d’une balance de type Mettler PC 24.
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1.2.2.3 Morbidité

La morbidité a été enregistrée quotidiennement en fin de matinée, de J1 a J10, selon la

notation suivante :

. Note O : poulet normal ;

. Note 1 : Poulet abattu et debout (plumes ébouriffées),

. Note 2 : poulets abattus et couchés, qui se déplace lors de sollicitation
modéreée.

. Note 3 : poulet abattu et couché, qui ne se déplace e pas lors de sollicitation
modérée

1.2.2.4 Score lésionnel

Le score lésionnel a été noté pour tous les sujets morts de J1 a J10 (exceptés pour
guelques sujets dont la putréfaction été trop avancée et ne permettait pas la lecture des
lésions), et sur un échantillon de 30 survivants par lot a j11. ‘

La classification des lésions de péricardite, de périhépatite et d’aérosacculite était la

suivante.
. Note O : état normal,
. Note | : discrétes flammeéches de fibrine sur le foie et/ou le cceur ; 1égere

opalescence sur les sacs aériens :

. Note 2 : fibrine ne recouvrant pas tout I'organe ou en faible épaisseur sur le

foie et/ou le coeur, début de dépdts de fibrine sur les sacs aériens,

. Note 3 : fibrine recouvrant tout I'organe sur une forte épaisseur sur le foie
et/ou le coeur, dépbts de fibrine importants sur les sacs aériens

1.2.2.5 Bactériologie

A J11 des prélévements d’organes (cceur, foie, poumons) ont été effectués sur 6 poulets
parmi les 30 poulets autopsiés de chaque lot. Des la fin des autopsies ces prélévements
ont été conduits sous couvert du froid au laboratoire d’analyse de Bignan (SELVET
Conseil — 4, rue de la Résistance — Bignan) pour l'isolement, l'identification et le
sérotypage des colibacilles en cause.

Le critere de jugement principal est le pourcentage de mortalité.
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Les criteres de jugement secondaires sont la morbidité, les scores lésionnels et la

croissance.

1.2.3 ANALYSE STATISTIQUE

La comparabilité des lots a été effectuée sur le facteur poids par analyse de variance a un
facteur (lot).

Les taux de mortalité cumulée et les taux de morbidité ont été analysés selon la méthode
du x2.

La comparaison des scores lésionnels a été effectuée par le test de Kruskall-Wallis

(méthode non paramétrique).

Les poids a J11 ont fait 'objet d’une analyse de variance puis de comparaisons deux a

deux a l'aide du test de Tukey.

Les analyses ont été effectuées a I'aide des logiciel statistiques B.M.D. P et EPI-INFO au
service de bio statistique de SSNA.

2. RESULTATS

2.1 MORTALITE

2.1.1Mortalité Quotidienne

L’évolution de la mortalité au cours de I'essai est présentée dans le tableau 01 et le
graphique 1

Le pourcentage de mortalité quotidienne a Jx correspond a la somme des morts
recensés a Jx (soir) et a Jx+l (matin). Divisée par Effectif De Jx (matin) et multiplié par
100.

Le profil d’évolution de la mortalité journaliére est a peu prés identique pour les lots A, B
et C (poulets inoculés).

Une augmentation de la mortalité quotidienne a été notée a partir de 13 avec un pic a 16
pour les lots A et B (lots inoculés — traités). Et a 17 pour le lot C (inoculé non traité)

Ensuite le pourcentage de mortalité diminue jusqu’'a J10 dans les 3 lots. Néanmoins la

mortalité du lot non traité reste élevée a la fin de I'essai (3,6% a j10)
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La mortalité du lot D (témoin d’élevage) varie peu entre j1 et j10. Elle était au

maximum égale a 0,2% a j3 et a J6.

J1 | J2 [ J3 [ J4 | J5 | J6 | J7 | 38 | J9 | Ji0
Lot A 02 | 08 | 13 | 32 | 33 | 52 | 50 | 25 | 28 | 05
Lot B 02 | 04 | 13 | 1,9 | 45 | 49 | 26 | 29 | 20 | 13
Lot C 05 | 00 | 26 | 37 | 33 | 62 | 66 | 45 | 47 | 36
Lot D 00 | 00 | 02 |01 [ 01 ] 020071 00] 00/ 00

Tableau 1 : Pourcentage de mortalité quotidienne par Lot

Evolution de la mortalité au cours de I'essai

1 T hN

w—

I T T I I

J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7 J8 J9 Ji10
Jours

Graphique 1: Evolution de la mortalité au cours de I'essai

2.1.2 Mortalité cumulée

Le pourcentage de la mortalité cumulée a Jx correspond au nombre de morts

recensés de j1 a Jx divisé par I'effectif a 11 et multiplié par 100.

La mortalité cumulée du lot D (témoin d’élevage) était égale a 0,6% a 16. Ce
pourcentage est resté stable jusqu’a j10 (tableau 2)
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A J8, J'étude statistique n'a pas mis en évidence de différence significative entre la

mortalité cumulée des lots A et B (lots inoculés — traités, respectivement avec

I’Amoxicilline et I'Enrofloxacine) et celle du lot C (groupe inoculé — non traité).

Par contre, a j11, la mortalité cumulée du lot C était supérieure a celle des lots A et B

J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7 J8 J9 | J10

Lot A 02|10 | 23 | 54 |85 (132 (17,6 |19,6 |21,9 |22,3

LotB 02 | 06 |19 | 37 |81 (12,6 149 |17,4 |19,0 | 20,0

Lot C 05|05 |31 |66 |97 [153 (20,9 |24,5 |28,1 |30,6

Lot D 00 (00 |02 |03 |04 |06 |06 |06 |06 |06

Tableau 2 : Mortalité cumulée au cours de I'essai
(en pourcentage de effectif initial).
Représentation de la mortalité cumulée

%
29 35 _

In 30
w25 " LotA

—.—

"3 20 Lot B
21!
e 15 Lot C
1o 1g / LotD

w O ,_Vk“‘*/_'__//‘-_/ = T

J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7 J8 J9 J10
Jours

2.2 Morbidité

Les tableaux 3, 4 et 5 exposent la répartition de la morbidité selon les stades de

gravité respectivement a J3, J8 et J11

Graphique 2 : Représentation de la mortalité cumulée

A J13 (1* jour de traitement), soit 2 jours aprés l'inoculation, la morbidité des lots

inoculés (lots A, B et C) avait tendance a s’aggraver tandis que le lot D, témoins

d’élevage, ne présentait pas de signes cliniques.

103




Gravité Lot A Lot B Lot C Lot D
0 94,8% 95,9% 94,9% 99,9%
1 3,8% 1,9% 2,2% 0,1%
2 1,9% 1,4% 2,0% 0,0%
3 0,6% 0,7% 0,8% 0,0%

Tableau 3 : Morbidité cumulée a j3 (1° jour de traitement)

A J8 et a J11 le lot D présentait une répartition de gravité de morbidité

statistiguement inférieure aux lots A, B et C.

La répartition de gravité de morbidité du lot C était significativement supérieure aux

lots A et B (p =0, 003 a J8 et p<0,001 a J11).

Les lots A et B avaient une répartition de gravité de morbidité comparable

(p=0,13aJ8et p=0,11aJ11).

Gravité Lot A Lot B Lot C Lot D

0 87,4% 88,8% 84,6% 99,5%

1 5,0% 3,9% 5,6% 0,5%

2 4.4% 4.4% 5,6% 0,0%

3 3,2% 2.8% 4 3% 0,0%

Tableau 4 : Morbidité cumulée a J8
Gravité Lot A Lot B Lot C Lot D

0 87,80 % 89,20 % 84,30 % 99,50 %
1 4,40% 3,60% 5,50% 0,50%
2 4 50% 4.40% 5,50% 0%
3 3,30% 2,80% 4,70 % 0%

Tableau 5 : morbidité cumulée a J11.

104




Scores de morbidité :

0 : poulet normal ;

1 : poulet abattu et debout (plumes ébouriffés) ;

2 : poulet abattu et couché, qui se déplace lors de sollicitation

modérée ;

3 : poulet abattu et couché, qui ne se déplace pas lors de
sollicitation

Modérée.

Le tableau 6 et le graphique 3 représentent I'évolution quotidienne de la morbidité au

cours de I'essai.

Jour Lot A Lot 8 Lot C Lot D
J1 0,00 0,00 0,00 0,00
J2 0,07 0,05 0,07 0,00
J3 0,18 0,16 0,19 0,00
J4 0,29 0,25 0,31 0,01
J5 0,40 0,37 0,44 0,01
J6 0,36 0,33 0,46 0,01
J7 0,31 0,31 0,51 0,01
J8 0,30 0,25 0,46 0,01
J9 0,25 0,20 0,39 0,00
J10 0,22 0,19 0,34 0,00

Tableau 6 : Moyenne quotidienne des scores de morbidité rapportée a 100 poulets

Evolution de morbidité au cours de I'essai
9]
Ip
Iq
10 82
w - " LotA
op 0.4 Lot 8
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Graphique 3 : Evolution de la morbidité au cours de I'essai.

Apres J5, la morbidité continuait de s’intensifier pour le groupe non traité (lot C),

alors que la gravité de morbidité diminuait en présence d’'un traitement (lots A et B).

2.3 SCORES LESIONNELS

2.3.1 Scores lésionnels des animaux morts en cours d’étude

Le tableau 7 présente I'évolution des scores lésionnels pour les animaux morts en
cours d’essai.

L’effet du traitement n’est pas significatif sur le score lésionnel en cours de traitement
(3 a j7). Cependant les scores augmentaient rapidement des le deuxieme jour
suivant I'inoculation (j3) et jusqu’a J6, pour ensuite décroitre.

Pour I'ensemble des lots (A, B, C et D), les scores compris entre 2,33 et 3

représentaient les pourcentages suivants :

- 45% 43 - 75% a5 -81,4% aj7
- 60% aj4 - 95,6% 2 j6

2.3.2 Scores lésionnels des animat 106 ‘ifiés a J11

Le tableau 7 présente la répartition des scores Iésionnels pour les poulets sacrifiés a
J11.

Tous les poulets du lot D (témoin d'élevage) avaient un score inférieur ou égal a 1,33
alors qu'environ 50% des poulets des lots A, B et C (poulets inoculés) présentaient
un score supérieur a 1,33.

Les Iésions relevées dans le lot C semblaient plus prononcées bien qu'elles n'étaient

statistiguement pas différentes.

Scores | Lot A | Lot B | Lot C | Lot D




|ésionnels
0 26,7% 23,3% 16,7% 30%
0,33 6,7% 10% 13,3% 46,7%
0,67 10% 10% 10% 10 %
1 3,3% 3,3% 3,3% 10%
Total 0-1 46,7% 46,6 % 43,3 % 96,7%
1,33 6,7% 3,3% 3,3%
1,67 6,7% 10%
2 10% 6,7% 3,3%
Total 1-2 16,7% 16,6% 13,3% 3,3%
2,33 6,7%
2,67 3.3% 3,3% 10%
3 33,3% 26,7% 33,3%
Total 2-3 36,6% 36,6% 43,3% 0%

Tableau 8 : Répartition des scores lésionnels des poulets sacrifiés a J11

Tableau 7 : Evolution des scores lésionnels des morts au cours de I'essai.

107
'[ - inoculation J2 J3 J4 J6 J7 J8 J9
lots A|B|C [D|A|B]|C|[D[A]|B C|D|[A |B [C|D|A |B |C [D|A B |C |D|[A |B [C[D|A |B [C |D[A|B
nbres d'autopsies 2 1| 1] 0] 6| 3 2] 0] 6] 10| 6] 3] 20| 11]4]|1[14(22]10]0|26|17]14(2]|14] 12| 7]0([12]14]10[ 0] 8| ¢
0 1 2 2| 2 1 2
0,33
0,67 1 1 1
1 1] 1 1 1
1,33 1 1 1
1,67 111 1 112 1 1 1] 1
2 1 1 1
2,33 2 1 21 1|1
2,67 2 1 3 1 1 1
3 2 3] 2 11] 81 14118] 9 211141 9 13[{ 10 7 12112| 7 7] 4
Non interprétables 1 1 1 1 1 2 1| 1

Le score Iésionnel est la moyenne des notes des 3 organes (foie, coeur et sacs aériens) :
- 0 : Etat normal.
- 1: discretes flammeéches de fibrine sur le foie et/ ou le cceur, Iégére opalescence sur les sacs aériens.
- 2 : fibrine ne recouvrant pas tout I'organe ou en faible épaisseur sur le foie et/ ou le cceur, début de dépots de fébrine
sur les sacs aériens.

3 : fibrine recouvrant tout I'organe sur une forte épaisseur sur le foie et/ ou le cceur, dépot de fibrine importants sur les
sacs aériens



2.4 CROISSANCE 108

2.4.1 Poids des poulets

Le poids des poulets a J-1 et J11 est présenté dans le tableau 09.

A J-1il n'y avait pas de différence de poids entre les poulets de la sallel (lots A, B et
C - poulets inoculés). Les groupes étaient tout a fait comparables.

Par contre, les poulets de la salle 2 (lot D, témoin d'élevage) étaient significativement
plus lourds. Les résultats définitifs sont donc a pondérer par I'effet salle qui "favorise"
le lot tétmoin d'élevage.

La pesée a J-1 met en évidence I'hétérogénéité de chaque lot,
A J11, le poids moyen du lot D restait supérieur aux trois autres lots, tandis que les
poids moyens des lots A, B et C sont comparables.

Poids (g) Lot A LotB Lot C Lot D

J-1 611+ 110 644+ 93 630+ 95 653+ 109




J11

| 1145+ 267

| 1092+ 272

| 1181+ 237

| 1260+ 268

Tableau 9: Poids des poulets a j-1 et j11

2.4.2 Gain moyen quotidien

Le tableau 10 présente le gain moyen quotidien des poulets de J-l a J11.

L'analyse statistique a été réalisée sur les sujets bagués; elle ne montre pas de

différence significative entre les lots A, B et C, alors que le GMQ du lot D est

significativement supérieur.

Lot A

Lot B

Lot C

Lot D

GMQ (9)

47 + 24

42 + 23

41 +27

56+ 17

Tableau 10. GMQ de j-1 4 J11
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2.4.3 Consommation alimentaire

Le tableau 11 présente la consommation alimentaire par lot avant et apres
I'inoculation tandis que le tableau 12 présente la consommation alimentaire par

poulet et par lot pendant la durée de I'essai

La consommation d'aliment est sensiblement identique pour les 2 lots traités (lots A
et B)

Bien que le poids et le GMQ des poulets du lot C (inoculés - non traités) n'étaient pas
statistiguement différents de ceux des lots traités, leur consommation alimentaire est

fortement supérieure (+210 g, soit +10,3 %).

Avant inoculation Apres inoculation
Lot A 437,1 391.8
LotB 454,5 394,3
Lot C 180,4 147,8
Lot D 1055,4 1262,9

Tableau 11 : Consommation alimentaire par groupe avant et

apres l'inoculation (en kg)

Lot A Lot B Lot C Lot D
Consommation (g/pOUlet) 2023 2046 2246 2226
Indice de consommation 1,83 1,83 1,97 1,71

Tableau 12: Consommation alimentaire (en g) et indice de consommation par

poulet au cours de l'essai

2.4.4 Consommation d'eau

La consommation d'eau au cours de j'essai est représentée dans le tableau 13 et le

graphique 4
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La baisse de la consommation d'eau L 'inoculation (11) était d'environ 39 %




(41% pour le lot A, 39% pour le lot B et 36% pourle lot C). A partir de J5, aprés 3
jours de traitement, l'augmentation de la consommation d'eau des animaux traités
(lots A et B) et non traités (lot C) présentait Je méme profil d'évolution mais semblait

plus lente pour le lot non traité

Jour Lot A Lot B Lot C Lot D
J-1 143,45 152,30 148,69

J1 84,14 93,75 95,27 .
J2 121,10 131,36 127,49 172,61
J3 110,53 112,11 114,22 182,85
J4 109,99 111,59 108,34 168,11
J5 116,09 122,47 102,81 153,10
J6 120,10 118,20 96,39 150,43
J7 126,82 121,36 102,50 193,83
J8 138,82 142,92 117,70 204,44
J9 150,79 138,25 120,57 219,86
J10 145,50 154,76 145,41 224,69

Tableau 13 : Consommation d'eau quotidienne des poulets par lot (en ml/poulet/J)

Evolution de la consommation d'eau au cours de
I'essai
( 250
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Graphique 4 : Evolution de la consommation d'eau au cours de I'essai

Dans les groupes inoculés (lots A, B et 7744~ pouvait mettre en paralléle I'évolution
de la consommation d'eau avec celle d ‘es de morbidité dans le sens ou plus la

morbidité diminue, plus la consommation d'eau augmente.




2.5 BACTERIOLOGIE

Les prélévements effectués suite a I'autopsie ont permis d'isoler une souche

d' Escherichia Coli de sérotype O7Kso a partir de poumons, coeurs et foies des lots
A, B et C. La CMI vis-a-vis de l'anti-infectieux testés de cette souche correspond a la
valeur initiale de la souche injectée.

La souche inoculées O+sKgo a été retrouvée chez tous les poulets inoculés (traités ou
non), et n‘a jamais été mis en évidence chez les poulets provenant du lot témoins
d'élevage.

D’autres colibacilles non sérotypables ont été révélés au niveau des deux salles; leur
salles CMI vis-a-vis de I'anti-infectieux serait de 4 pg/ml pour l'une et supérieure a
128 /lg/ml pour l'autre (souche résistante a I'anti-infectieux). Il s'agirait de colibacilles
non pathogenes (aucune lésion de colibacillose n'a été révélée dans la salle 2),

appartenant au microbisme normal de batiments de volailles
3. DISCUSSION

3.1DISCUSSION DES RESULTATS

La mortalité et la gravité de morbidité du lot D, témoins d'élevage, sont nettement
inférieures a celles des lots inoculés.

La souche d' E Coli OsKg n'a jamais été isolée a partir de prélévements issus de
poulets du lot D elle a par contre été retrouvée chez les poulets des lots inoculés A,
BetC

Ces résultats permettent une validation du modéle expérimental.

La mortalité du lot C (poulets inoculés non traités) est supérieure a celle des lots

traités A et B principalement a partir de J6 et reste élevée a la fin de I'essai

La morbidité continue de s'intensifier pour le 112 | traité aprés J5 alors qu'en présence
du traitement la gravité de morbidité diminue. Le traitement réduit assez rapidement la
morbidité.

Malgré une croissance faible les traitements ont permis de limiter la dégradation de



I'indice de consommation.

Il n'y a pas de différence significative au niveau de la mortalité, de la morbidité et des

scores lésionnels entre les deux traitements.

Dans les conditions de I'essai, il n'y a pas de différence significative entre I'administration
dans l'eau de boisson de I'Amoxicilline a 20 mg/kg/jour concentré sur 6 heures et
I'administration de I'Enrofloxacine a 20 mg/kg/jour en continu sur 24 heures dans le
traitement d'une colisepticémie expérimentale.

Les deux traitements présentent une efficacité comparable. lls entrainent une diminution

de la mortalité et de la morbidité.
3.2 DISCUSSION DU MODELE EXPERIMENTAL
- Choix de la souche d' E Coli

Le sérotype O+sKgo inoculé correspond a une des souches de colibacilles les plus
agressives en aviculture. La souche a été isolée a partir de lésions de colibacillose aviaire
chez le poulet. La virulence de la souche a été étudiée en fonction des taux de morbidité
et de mortalité dont elle est responsable. Ainsi la dose inoculée a été préalablement
déterminée de facon a provoquer 30% de mortalité en 5 jours (DLs0o/5j), pas de mortalité a
j1 et moins de 5% a j2. Le lot inoculé et non traité atteint 30% de mortalité au terme de
I'essai (10 jours apres l'inoculation). L'expression de la maladie était suffisamment

importante pour pouvoir tester |'effet d'un traitement.
- Choix des poulets

La souche Ross Jaune est une souche couramment utilisée en élevage industriel de
poulets de chair. Les poussins présentent une bonne résistance générale et leur
croissance se fait sans problémes.

Il a été démontré que la résistance a l'infection par des colibacilles est plus grande chez

des poulets agés de plus de 21 jours Le mode d'inoculation par voie intramusculaire étant
responsable d'une maladie d'emblée générale 13 ymptémes plus marqués, nous avons
attendu que les poulets soient assez résistants (23 jours a linoculation). En effet une
mortalité trop importante empécherait l'interprétation des résultats.

La résistance a l'infection liée a I'age des poulets pourrait en partie expliquer que la



mortalité cumulée a J8 soit non significative entre les poulets traités et non traités.
Il est important que les poulets soient répartis au hasard entre les différents groupes car il
existe toujours des variations individuelles. Statistiguement la répartition aléatoire par

tirage au sort est la meilleure méthode d'arriver a constituer des lots homogenes.

- Voie d'inoculation

Au niveau de notre choix de mode d'inoculation par voie intramusculaire, la contamination
des poulets par Escherichia coli est réalisée simultanément sur la totalité des poulets. Or
en élevage, la contamination se fait généralement progressivement; débutant en un point

localisé du batiment elle se propage ensuite au reste des animaux.

La précocité d'apparition des lésions séveres (atteinte du score maximal des lésions des
le troisieme jour apres l'inoculation) est due au modele expérimental. En effet le mode
d'inoculation par injection intramusculaire entraine une colisepticémie au Cours de
laguelle I'ensemble des organes est atteint. Ceci s'oppose a l'infection naturelle par voie
aérienne dans laquelle l'atteinte respiratoire précede l'apparition de péricardite et de
périhépatite, Ainsi avec un tel mode d'inoculation il aurait été préférable de commencer le
traitement 24 heures aprés l'inoculation des colibacilles pour une meilleure efficacité du

traitement

De plus cette voie d'inoculation est relativement traumatisante (contention des poulets,
douleur au point d'injection) Pour limiter le stress liée a l'injection il est conseillé de
changer régulierement d'aiguille (tous les 10 poulets) afin d'éviter d'utiliser une aiguille

trop émoussée plus traumatisante.

[l aurait pu étre aussi intéressant d'étudier I'effet du stress lors de l'inoculation en ajoutant

un lot de poulet supplémentaire auquel serait inoculé un placebo (liquide physiologique)

- Mise en place du traitement 114

La bonne maitrise de la quantité de germes inoculés par animal est un point fondamental
dans la comparaison de l'efficacité de deux spécialités anti-infectieuses. Notre méthode

répond a cette exigence mais elle présente tout de méme un inconvénient. Lors de l'essai



la totalité des poulets est inoculée par la bactérie et I'efficacité réelle des deux traitements
se trouve ainsi srement sous-estimée par rapport a leur application en élevage. En effet
dans ce cas la grande majorité des poulets traités n'étant pas encore contaminés par
I'agent infectieux, les anti-infectieux interviendraient beaucoup plus t6t en bloquant le

développement de la maladie.

L'étude in vitro de la cinétique de bactéricidie de la molécule testée réalisée sur une
souche d' E.coli d'origine aviaire a montré une phase précoce de bactéricidie (0-7
heures) plutdt concentration dépendante puis une phase tardive de recroissance
bactérienne, d'ou l'idée d'une efficacité accrue avec un traitement concentré dans le
temps. Un précédent essai a d'ailleurs montré que le rythme d'administration de I'anti-
infectieux a 20 mg/kg sur 3 heures est plus efficace que celui a 20 mg/kg sur 24 heures
en traitement de la colisepticémie du poulet Or il ressort de I'essai que I'administration de
cet anti-infectieux a la méme posologie sur 6 heures présente une efficacité comparable
a l'administration en continu sur 24 heures, L'efficacité moindre de l'administration de
I'anti-infectieux sur 6 heures par rapport a la concentration du traitement sur 3 heures
peut s'expliquer par un pic plasmatique plus faible D'autre part !'a morbidité diminue le
rythme d'abreuvement des poulets prostrés: les sujets les plus atteints échappent ainsi
d'autant plus au traitement que la période d'administration est courte. Or la concentration
sanguine en cet anti-infectieux est dose dépendante, Un abreuvement insuffisant ne
permet donc pas d'atteindre la valeur de CMI de la bactérie, Néanmoins il serait
intéressant de comparer I'efficacité sur 3 et 6 heures du traitement d'une colisepticémie

par I'anti-infectieux testé.

La fixation tissulaire de l'anti-infectieux testé est non négligeable car son volume de

distribution est de l'ordre de 1.5 a 2I/kg. Cette fixation tissulaire est favorisée chez
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les poulets atteints de colisepticémie par un :entration sanguine supérieure de 1.6 a

10 fois celle des poulets sains, ainsi que par l'augmentation du débit sanguinet de la
perméabilité vasculaire.
Cependant sa diffusion est ralentie au niveau des lésions fibrineuses. Cela suppose que

le traitement est d'autant plus efficace qu'il est précoce (avant l'apparition de Iésions



fibrineuses). Lors de I'essai ce type de Iésion est apparu dés le 3°™ jour apres l'inoculation

(au ler jour de traitement) ce qui diminue l'efficacité du traitement les jours suivants.

- Importance de I'environnement

L'ambiance apparait comme un facteur non négligeable

En effet la pesée a J-1 a révélé l'effet salle qui a favorisé la salle 2 renfermant les poulets
témoins. Les écarts entre le lot d'élevage (salle 2) et les poulets inoculés (salle 1) doivent
donc étre pondérés par ce facteur.

Il existe aussi des variations d'ambiance au sein d'une méme salle; les poulets occupant
le box1l de la salle 1 ont été soumis a un courant d'air lors de I'ouverture des portes
d'acces au batiment et a la salle, responsable d'un taux de morbidité et de mortalité plus
élevé dans ce box. Cette observation souligne l'importance de la répartition au hasard des
box constituant chaque lot.

Ces observations soulignent I'importance de la répartition des animaux par tirage au sort.
Dans nos essais les poulets ont été préalablement sexés puis répartis aléatoirement entre
les deux salles de facon a ce que chaque case renferme autant de femelles que de males
(50 femelles et 50 males). En effet les femelles étant plus Iégéres que les males une
répartition inégale des sexes entre les box aurait pu fausser I'étude de la croissance des
différents lots lors des pesées régulieres.

Par contre en raison du probleme pratique que pose la distribution de I'antibiotique dans
I'eau de boisson, la répartition des box n'a pas été effectuée au hasard. Les cases d'un
méme lot traité sont sur la méme rangée, les réservoirs d'eau étant disposés a leur

extrémité.
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CONCLUSION

La colibacillose respiratoire et la colisepticémie représentent les principales formes
d'expression clinique d'une infection a E. Coli chez les poulets de chair élevés
industriellement. De nombreux colibacilles sont non pathogénes mais les E Coli les plus
frequemment isolés lors d'infection correspondent aux trois sérotype O:K;, O:K,) et
O7Kgo. Or actuellement il n'existe pas de vaccin efficace au niveau des élevages. Aussi
I'intérét de pouvoir reproduire une colibacillose aviaire de facon expérimentale est de
permettre I'étude de nouveaux traitements ou la mise au point d'une prophylaxie

médicale.

L'élaboration d'un tel modele nécessite de fixer plusieurs parametres. Certains dépendent
de la bactérie; en effet la virulence de la souche d' E. Coli et la dose inoculée doivent étre
préalablement définies. D'autres facteurs sont fonction des poulets inoculés; la souche de
poulet ainsi que leur age le jour de l'inoculation interférent aussi dans l'intensité de la
maladie développée. Le choix de la voie d'inoculation est capital selon I'expression de la
maladie recherchée et peut nécessiter une éventuelle association avec un agent
initiateur.

Lors de notre essai nous avons pu provoquer une colisepticémie d'intensité correcte chez
des poulets ageés de 23 jours suite a l'inoculation intramusculaire d'une souche d' E Coli a
la dose de 0,5.10" CFU. Les taux de mortalité et de morbidité obtenus valident notre
méthode. Ensuite les deux anti-infectieux testés ont montré une efficacité comparable

dans le traitement de cette colibacillose

Ce modele maitrise un grand nombre de paramétres :

. L’age des animaux de I'inoculation.

. une quantité égale de germes inoculés par animal;

. I'absence de contamination de I'inocula par le milieu extérieur;

. le moment précis d'inoculation du poulet par le germe infectieux,
. le stress identique pour chaque individu inoculé.

Ceci en fait une méthode facilement reproductible qui peut donc étre standardisée.

Pour mimer au mieux les conditions naturelles de contamination des poulets par les
colibacilles il pourrait étre intéressant d'inoculer les animaux a l'aide d'un aérosol
contaminé. Ceci a déja été réalisé (ARP, 1978 et GJESSING, 1988) mais ce modele
présente certains inconvénients. D'une part, elle ne permet pas de maitriser la dose de
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l'inocula et d'autre part, afin de favoriser linfection il est nécessaire de fragiliser
préalablement I'arbre respiratoire en soumettant les poulets a un taux élevé d'ammoniac
ou a un agent viral initiateur. Il ne faudrait alors pas négliger I'éventualité de diffusion du
virus respiratoire a l'extérieur du site expérimental (Annab et all., 2002, Claudia et
all.2003)
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Chapitre Il : Partie Expérimentale

Annexe 01

Récapitulatif des données du calcul des doses de traitement, des volumes hydriques de répartition et
des quantités réellement prises

LOTF LOTB

J1 J2 J3 Ja J5 J1 J2 J3 J4 J5
Effectif 83 56 40 39 39 73 51 37 35 35
Poids du lot 54 36,4 27,2 27,3 27,3 48 33,1 25,5 24,5 24,5
Dose principe actif 972 655 490 491 491 480 331 255 245 245
(mg)
Volume de 10 6,5 49 5 5 5 3,3 25 25 25
spécialité (ml)
Volume de 5 3,3 5 7 7 4,5 25 4 6 6
répartition (1)
Volume de 13 6 6,6 3
spécialité (ml)
Volume de 6,6 6** 5 5**
répartition (1)
Quantité bue 3,3* 51 6 6 6,9 2,5* 4,1 51 51 53
réellement (I)
% dose prévue 0,66 1,54 1,2 0,85 0,98 0,55 1,64 1,2 0,85 0,88

* les animaux les plus gravement atteints ne se déplacent pas pour aller boire, ce qui explique la sous
consommation constatée
** 4 | d’eau pure rajoutée le soir car abreuvoirs presque vides.



ANNEXE 2

Mortalité par groupe et par jour

Somme des morts du soir de Jx du matin de J x+1 / effectif a Jx matin

Ji J2 J3 J4 J5 J6 J7 J8
Lot A 1/484 4/483 6/479 15/473 15/458 23/443 21/420 10/399
LotB 1/484 2/483 6/481 9/475 21/466 22/445 11/423 12/412
LotcC 1/196 0/195 5/195 7/190 6/183 11/177 11/166 7/155
LotD 0/1043 0/1043 2/1043 1/1041 1/1040 2/1039 0/1037 0/1037
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Reproduction of an experimental colibacillosis in chickens
Comparison of the efficacity of Amoxicillin and Flumequine
compared to a reference Enrofloxacin in the treatment of this
pathology.

Abstract

The Eischérichia Coli infections, especially in poultry, are responsible for significant
economic losses in poultry farming. After a review of bibliographic knowledge, the
author addresses the various factors involved in the standardization of the disease.
The synthesis of these data is derived in the first step the establishment of a test for
experimental reproduction of colibacillosis on chickens aged three weeks were
inoculated with a strain of E. coli O78K80 aerosol or intramuscularly with two different
doses (aerosol) with or without added stress (temporary withdrawal of food and
water, ammoniac) to reproduce an avian colibacillosis similar to the natural disease.
A single batch inoculated intramuscularly disorders presented with subclinical signs
of deteriorating performance (growth and consommation index). Another test of the
experimental reproduction of colibacillosis was carried out on chickens subjected to
particularly severe infection colibacillaire to compare the effectiveness of treatment
with Flumequine compared to a reference Enrofloxacin. The effectiveness of
treatment and equivalence of the two treatments have been demonstrated for the
criteria of cumulative mortality from the first day j1 to j10, morbidity combined during
the treatment period, the injury scores of dead animals and animal weight at the end
of the trial. This equivalence of effectiveness is suggested by the criteria of water
consommation, feed, animal growth and consommation index. At the last test we
were able to cause an intensity colisepticémie correct after intramuscular inoculation
of a strain of E coli at a dose of 0,5.10" CFU . Then the two anti-infectives tested with
Amoxicillin and Enrofloxacin showed a comparable efficacy in the treatment of

colibacillosis.

Keywords: Colibacillosis way of inoculation, chicken, bacteriology, Flumequine,

Enrofloxacin, amoxicillin, pathogenesis. E. Coli



REPRODUCTION PAR VOIE AEROSOL D'UNE COLIBACILLOSE AVIAIRE

Recu le 05 février 2006— Accepté le 07/04/2008

Résumé

Cing lots de poulets agés de trois semaines ont été inoculés avec une souche de
colibacille O78K80 en aérosol ou par voie intramusculaire avec deux doses
différentes (aérosol) avec ou sans stress additionnel (retrait temporaire d’eau et
d’aliment, ammoniac) de fagon a reproduire une colibacillose aviaire proche de la
maladie naturelle. Seul le lot | inoculé par voie intramusculaire a présenté des
troubles subcliniques avec détérioration des indices de performances (croissance et
indice de consommation).

Mots-clés : E.coli, inoculation voie, poulet, bactériologie.

Abstract

Five shares of poultry aged 3 weeks have been inoculated with a kind of E.Coli
O78K80 in the aérosol or by intramuscular way with 2 different doses aérosol with
or without water,food and ammoniac for a moment in such a way as to reproduce
poultry colibacillosis near to the natural disease. The share | which is inoculated by
the intramuscular way is the only who has represent a subclinical troubles with
deterioration in the indice of performances (growth, indice of consummation).

Key-words : E.coli, inoculation way, poultry, bacteriology.
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a colibacillose aviaire est une pathologie dominante dans les problémes respiratoires des volailles en élevage industriel.
C’est une maladie infectieu, contagieuse, inoculable dans certaines conditions, due le plus souvent a des souches de
sérotypes O1K1, O2K1 et O78K80 réputés hautement pathogénes [1 — 6].

Cette affection a point de départ respiratoire est secondaire a une infection virale ou mycoplasmique, elle se traduit
cliniquement par des lésions fibrineuses des séreuses (péricardite, péri hépatite et conduit par la suite a une septicémie
entrainant la mort de 1’animal.

Son importance hygiénique est pratiquement nulle, bien que quelques souches pathogenes pour les
volailles se rencontrent également dans les néphrites et les cystites de 'homme [3]. Ces derniéres années
l'incidence de la maladie s’est notablement accrue, cette augmentation est imputable au développement des
méthodes d’élevage intensif dans tous les secteurs de l'aviculture, la colibacillose est une des principales
causes de la mortalité chez les poulets et les dindes et la cause signifiante des pertes économiques dans
'élevage industriel des volailles. Les pertes dues a la colibacillose sont si importantes que I'on doit
s’attacher a trouver un traitement ou une prophylaxie efficace [7].

Son importance économique est considérable. Les pertes dues a la colisepticémie correspondent aux
mortalités observées aux contre performances économiques des lots infectés aux troubles de la
reproduction, chute de I'éclosabilité, augmentation de la mortalité en coquille ou pendant les premiers jours
(8]-

L’inoculation d’'E.coli dans les sacs aériens des poulets exempts d’agents pathogenes spécifiques et agés
de 2 a 10 semaines provoque le développement des lésions oculaires. L’histopathologie révéle qu’elle se
caractérisent par de I'hypopyon, de la kératite et de l'uvéite. L’hyphéma s’accompagnait d’hémorragies
iridiennes a I'nypopyon, de kératite et de l'uvéite, il cause aussi des septicémies aviaires a colibacilles. Les
souches d’E .coli positives au Rouge Congo sont responsables de la septicémie aviaire. Dans I'ensemble, E
.Coli est une infection économiquement dévastatrice dans les élevages de poulets [9, 10].

Aux USA les pertes annuelles dues a la colibacillose (colisepticémie) sont estimées a 18-20Millions de
Dollars [11], au japon les pertes dépassent chaque année 60 Millions [12].

I'objectif de notre essai est de standardiser un protocole de reproduction expérimentale de colibacillose
aviaire proche de la maladie naturelle par infection par voie aérienne permettant d’obtenir en 5 jours, 5 a
10% de mortalité et 20 a 30% de morbidité pour pouvoir établir un traitement ou une prophylaxie efficace.

MATERIELS ET METHODES
Protocole de I’essai

5 lots de poulets de 3 semaines ont été inoculés avec une souche de colibacille O78K80 en aérosol ou par
voie intramusculaire avec deux doses différentes (aérosol), combinées ou non avec un stress additionnel de
facon a reproduire une colibacillose aviaire proche de la maladie naturelle.

Inoculés a JO, les 25 animaux de chaque lot seront suivis cliniquement jusqu'a J5 et les survivants
euthanasies et autopsiés a J6. Les critéres de suivi a porté sur:

- La mortalite,

- la morbidite,

- la clinique

- et les lésions (score Iésionnel)



La durée de I'essai est de 05 jours avec une inoculation a JO, une euthanasie et autopsie a J6.
Animaux et animalerie

Cent cinquante (150) poulets de race Ross Jaune de sexe male et femelle, 4gés de trois semaines
indemnes de maladies intercurrentes au moment de I'expérimentation et de poids moyen identique ont été
répartis en six lots.

Tous les poulets ont été pesés et Identifiés individuellement par bague alaire numérotée.

QOutre I'examen global des animaux livrés, un contréle sanitaire a été effectué sur un échantillon de dix
poulets prélevés au hasard. Ce contr6le comprenait, outre 'examen clinique et nécropsique, la recherche au
laboratoire d’infestation parasitaire digestive notamment de coccidiose et la vérification d’absence d’infection
salmonellique. Les résultats devaient étre négatifs pour l'inclusion dans I'essai.

Les animaux ont été entretenus au sol sur une litiere de copeaux avec une densité de dix par métre carré.
Le matériel d’alimentation, d’abreuvement et de chauffage approprié avait été mis en place et identifié pour
chaque lot.

Les abreuvoirs siphoides étaient suspendus a un peson a cadran permettant de relever par différence la
consommation quotidienne d’eau.

Les animaux ont été nourris avec un aliment du commerce sans additifs autre que I'anticoccidien.

_Infection expérimentale : Bactérie, espéce et sérotype

- E. Coli O78K80 : il s’agit d’'une souche septicémique pathogéne chez la volaille sensible a la fluméquine et
I'amoxycilline, conservée dans la souchothéque du laboratoire et dont les caractéristiques sont bien connus
de nous car elle a été utilisée pour tous les précédents essais d’évaluation thérapeutique.

Préparation de I'inoculum bactérien

Une succession de subcultures, d’abord sur gélose au sang (Biomérieux) puis en bouillon sur Z média a
permis d’obtenir au bout de 24 heures une culture titrant 10”7 & 1028 CFU/m.

Une succession de lavage en PBS et centrifugation avec, a la fin, remise en suspension a fourni l'inoculum
final qui a été congelé a — 80°C en alicot de 5 ml jusqu’au jour d'utilisation. Un controle d’identité et pureté a
été effectué aux différentes étapes de la préparation.

Modalités d’administration

1. Lot A1 : 25 poulets ont été inoculés par voie aérosol avec une dose d’E. coli O78K80 titrant 107
CFU/ml et sans stress additionnel (retrait d’aliment, d’eau et présence d’ammoniac 50 PPM dans
'ambiance).

2. Lot A2 : 25 poulets ont été inoculés par voie aérosol avec une dose d’E. coli O78K80 titrant 108
CFU/ml et sans stress additionnel.

3. Lot AS1 : 25 poulets ont été inoculés par voie aérosol avec une dose d'E. coli O78K80 titrant 107
CFU/ml avec un stress additionnel (retrait d’aliment, d’eau et présence d’ammoniac 50 PPM dans
'ambiance).

4. Lot AS2 : 25 poulets ont été inoculés par voie aérosol avec une dose d'E. coli O78K80 titrant 108
CFU/ml avec un stress additionnel (retrait d’aliment, d’eau et présence d’ammoniac 50 PPM dans
'ambiance).

5. Lot I: : 25 poulets ont été inoculés par voie intramusculaire avec une dose d’'E. coli O78K80
titrant 10" CFU/ml et sans stress additionnel.



6. Lot O : 25 poulets utilisés comme témoins négatifs qui n’ont subis qu’un stress (retrait d’aliment et
d’eau) et sans inoculation par la souche d’E. coli O78K80.

Planning du Stress

- J-4 (J moins 4): Introduction des animaux.

- J-1 (J moins 1): Les poulets des lots O, AS1, AS2 (N°6, N°3 et N°4 respectivement) ont subi un stress :
retrait d’aliment de 8 a 14h ou 20h (selon réponse), la concentration d’Ammoniac 50 PPM dans I'ambiance
de 8h a 12 ou 14h (selon réponse), Suppression de I'eau d’abreuvement a 20h.

- a JO (J zéro): une inoculation a eu lieu pour tous les poulets a 8h du matin, les lots A1, A2, AS1, AS2 ont
été Inoculés par voie aérosol, le lot | a été Inoculé par voie intra musculaire (IM).

- Remettre I'eau a 12h ou 16h pour les lots O, AS1, AS2 (selon réponse).

L'utilisation de lI'aérosol a nécessité de calculer le volume de linoculum a aérosoliser, la pression de
dispersion, le temps de dispersion, la hauteur a respecter au dessus des oiseaux.

Différents essais de dispersion et le relevé des recommandations formulées par Intervet pour les
vaccinations en aviculture par ce moyen nous ont conduit a répartir les doses de colibacilles a inoculer par
lot sous un volume de 125 ml appliqué en 30 secondes sur 25 poulets répartis sur 5 m? & 30 cm au dessus
d’eux avec une température ambiante de 17°C, ventilation arrétée.

D’apres les indications du fabricant de I'appareil utilisé pour la production de I'aérosol, la taille moyenne des
gouttelettes était de 20u. La dose totale dispersée en aérosol était 10 fois la dose théorique efficace par voie
intramusculaire. [13]

Tableau n°01 Lots d’essai (Modalités d’administration)

Lot D I A1 A2  AB1  AS2

noculation - IN1 AéosolAérosolAéosol Aétosol

Doses Témoin
078K80 négatif

~
—

1( 0’ 10® 10’ 102

Stresg i . - - a H+

Nombre
. a5 2
animaux

O
S
(&)}
Y
(&)}
A
(&)}
S
(&)}

Critéres de suivi et d’enregistrement
Une fiche d’enregistrement spécifique par lot était établie pour chaque critére.

- Poids : JO a J fin (par lot)
- Morbidité : enregistrement quotidien par lot : Du nombre de malade et de la nature des symptémes
(généraux, respiratoires, digestifs, nerveux, locomoteurs)

- Notation de la morbidité : La morbidité au seins des différents a été notée sur une échelle de 0 a 4 :

Note 0 : Animal normal
Note 1 : Abattu
Note 2 : Abattu, ceil mi-clos, couché, déplacement spontané
Note 3 : I[dem 2, se déplace si sollicité
Note 4 : Idem 2, ne se déplace plus quand sollicité

- Mortalité : Enregistrement quotidien du nombre de poulets morts par lot.



- Consommation d’eau :
=L ots A1, A2, AS1: en litre / lot

= Lots O, I, AS2: en litre / lot
- La consommation en eau est relevée toutes les 4h entre 8h et 20h (8h, 12h, 16h, 20h).

- Avant les prélévements de la consommation d’eau, observer les lots 2 fois par jour, a compter de J1,
pendant 30 minutes chacun des lots :

-LotO:8het11h 30
-Lot1:8h 30 et 12h
- Lot AS2: 9h et 12h 30,

de fagon a noter le nombre et I'état clinique des sujets venant boire.
- Consommation d’aliment : Kg / lot / durée de l'essai.

- Lésions : enregistrement suivant une grille de notation permettant de calculer un score Iésionnel chez :
Les animaux morts en cours d’essai et les animaux euthanasies en fin d’essai.

Notation des lésions de 0 a 4

Note 0 : état normal

Note 1 : discretes flammeches de fibrine (foie, coeur) ou Iégére opalescence (sacs aériens)

Note 2 : fibrine ne recouvrant pas tout 'organe ou en faible épaisseur (foie, cceur) début de dépbt de fibrine
(sacs aériens)

Note 3 : fibrine recouvrant tout I'organe sur une faible épaisseur (foie, coeur), dép6t de fibrine étendu (sacs
aériens)

Note 4 : fibrine recouvrant tout 'organe sur une forte épaisseur (foie, coeur), dépbt de fibrine recouvrant
complétement les sacs aériens

Analyses du laboratoire

- Bactériologie a partir des 2 premiers sujets morts des groupes inoculés et s’il y a lieu des 2
premiers morts du groupe O.

RESULTATS ET DISCUSSION

Les résultats sont présentés dans les tableaux 2 a 5.

L’analyse devant permettre de définir le protocole le mieux adapté a une reproduction expérimentale de la
maladie sur un effectif plus important en conditions d’élevage.

Tableau n°02 : Score Iésionnel des animaux morts pendant I'essai (Lot I)

N* Animal Date de Etat Poids Observations | Péricarde Foie Sacs Note moyenne
mort général aériens individuelle

3896 Js n 8159 4 4 4 4.0

3878 JS (%] 86289 4 4 4 4.0

Sansn® Js ha 8419 4 4 4 4.0

3883 Js h 10139 4 4 4 4.0

3876 a5 ] 7919 I 3 3 a0

3866 J& na 770g 4 3 3 3.3

3888 J6 B 10809 Péritonite 4 4 4 4.0

3885 J6 h 900g 4 4 4 4.0

Moyenne 3.9

JLot

Ecart Type 0.24

Notation : O : Normal 1 : Léger 2 : Moyen 3 : Intense 4 : Trés intense et étendu
B : Bon BM : Bon — TB: B+ M : Mauvais



Tableau n°03 Score lésionnel des animaux morts pendant I'essai (Lot AS1)

N° Apimal 3955
ate|de mort
tat général
Poids (9) 725
Obsegrvations ocdidiose++
Périgarde
Foie
Sacd aériens

Note|moyenne individuelle
Notation : O : Normal 1 : Léger 2 : Moyen 3 : Intense 4 : Trés intense et étendu
B : Bon BM : Bon — TB: B+ M : Mauvais

Tableau n°04 Score lésionnel des animaux morts pendant I'essai et ceux euthanasiés a J6 (Lot I)

N° Avdmal Bat Chsermtins Friarde Foi Sacs Nete maoyane
fnin] 2 Rdivitoedk
3866 I Iort 5 4 3 3 33
3876 M Iort 35 4 4 4 40
3878 3 Dort 35 4 4 4 40
3879 M 4 3 1 27
380 EN Fooubtin 0 0 0 0 on
381 B 4 4 2 33
3832 B 1 0 1 07
5883 34 pI LS ] £ { EY)
3834 TB 2 2 2 20
3835 I Iort 5 4 4 4 40
3837 EN 0 1 1 07
3838 EN Iort 5 4 4 4 40
3839 M Fooubtin 3 0 0 1 03
380 EN 4 3 2 30
3T ™ FocaRtm U [ T [ 1]
3892 TB ovadrinulie 0 0 0 00
|53 BN Tooabtim § 0 0 0 ]
3894 B 110z 4 4 4 40
3895 BN 4 0 1 17
3896 M Dort §5 4 4 4 40
3897 BN 0 0 1 03
3808 TB Focubtin 0 0 0 0 on
3899 B Bursite 0 0 0 on
| 3500 TE 3 2 2 23
Sansn® M Mot j5 4 4 4 40
IMoyare/Lot 23 20 20 21
Ecxttype 191 133 162 171

Notation : O : Normal 1 : Léger 2 : Moyen 3 : Intense 4 : Trés intense et étendu
B : Bon BM : Bon — TB:B+ M : Mauvais

Tableau n°05 Récapitulatif des résultats de I'essai

LotO| Lot I[ Lot A1 | Lot A2 [ Lot 21 | Lot A2

E£6 ctifuatnl 25 25 25 25 25 25
Fffchffonl 25 17 23 25 24 25
Mo do woxts 0 $ 0 0 1 0
*e o morh hte 0% | 32% [ 0% 0% % 0%
“o016 leroaanl ; 1 ) ) 0 )
(woyvaas wtallbt) N
"o016 leioaanl . N
(1w0v%aaw ponk ¥ ik | 0 12 02 0 0 0
“o1e lroaas] R 3.0 R 0 R
(woyvaas ponk € wolk |
Feaxt Iype - o . 0 .
(woyvaas ponk € woxk | -
C o ouauaton, Almwit B SRR A 3 3 304 4

)33 120135 | 111 11 12 14
C o ouauaton, 3 e | A N 2 R
Kt Bons| ke M L4 N4
C o ouauatonponb v (Kg) 0153 [0079) 0179 [ 0140 | 0140 | 0143
Coysace P 22|09 24 [ 219 00 a7
Pf 38|03 | 379 | 3T 334 43
Tonl L6 | 74 | 1% | 1°3 125 124
Coyiace hhk . N s - -
Pr (i +Puoxt: ) EKq) s b o3 o3 ! -t
IC by B IR I S 31 28
e A B 20302 | e | me | a7
Alm s usad’ ponkt' T Ly 0291|0156 0241 [ 0276 [ 0305 | 0249
O FanQaluw 1t 19 |197 | 14 |17 | 19 174




Discussion

Reproduction de la colibacillose

-Lotl:

- La reproduction par voie IM a trés bien réussi
- Pas de mortalité avant J5

- 32% de morts au total

- Score lésionnel 3.9 (sujets morts pendant I'essai) et 1.2 (survivants)
- Réduction de 50% de la consommation alimentaire et d’eau par rapport au lot témoin

- Lot témoin (Lot O):

- Aucune morbidité, ni mortalité, malgré le stress (ammoniac, retrait temporaire d’aliment et d’eau auquel il
a été soumis comme les lots AS1 et AS2

- Les résultats zootechniques (consommation d’aliment, d’eau, croissance, IC) sont conformes
aux prévisions compte tenu, des caractéristiques de I'aliment, de la densité des animaux (10 par métre?) et
de la température du local (17°C).

On notera un rapport de 2 existant entre la consommation d’eau et d’aliment.

- Lots A1 et A2 : Infectés par voie aérosol (dose 1 et dose 2)
- Les résultats zootechniques équivalents et méme supérieurs a ceux des témoins.

- L'infection n’a eu aucune conséquence sur les performances.
- Une discrete morbidité a été notée a J2 et J3 pour s’estomper a J4 et disparaitre ensuite (lot A1).

- Il n'y a pas eu de mortalité et le score Iésionnel est de 0.2 (lot A1) et 0 (lot A2), trés insuffisant pour étre
utilisé pour des essais de traitement.

- Lots AS1 et AS2 : Infectés avec stress adjuvant (dose 1 et dose 2).
- Les résultats cliniques sont comparables a ceux des lots A1 et A2.

- Discréte morbidité a partir de J2 persistant jusqu'a J5 (lot AS2) ou diminuant progressivement pour
disparaitre a Jb.

- Un seul mort (lot AS1) lié a une coccidiose.
- Le score lésionnel de ces deux lots est de 0.

- L’infection et le stress ont eu cependant des conséquences sur les performances zootechniques
(croissance total et IC).

- Ces performances sont inférieures a celle des témoins mais cependant difficile a exploiter dans le cadre
d’'un essai thérapeutique.

Discussion du protocole
L'infection par voie aérosol avec ou sans stress a donc échoué, ce qui amene a discuter les différents
parametres de I'essai.

Influence de la souche et de la dose d’infection

La souche utilisée est efficace vu les résultats obtenus par voie IM (lot ). La dose utilisée en aérosol est
pres de 100 fois supérieure a celle utilisée par voie IM.



Malgré une pression d’infection élevée avec une souche active, celle-ci n’avait pu dépasser les moyens de
défenses naturelles des oiseaux insuffisamment réduite par le confinement 12h a 50 PPM d’'ammoniac (effet
local sur les muqueuses respiratoires) et par les stress de privation temporaire d’aliment puis d’eau (effet
dépresseur sur les moyens de défenses généraux).

La dose infectante n'a donc pas réussi a forcer la porte séparant le milieu extérieur du tractus respiratoire
profond de l'oiseau, sans doute le confinement ammoniacal a réduit I'efficacité de I'épuration muco-ciliaire
mais cela n’a pas été suffisant.

Il est probable que la perméabilité a I'infection ne peut étre obtenue que par le passage préalable d’un virus
a tropisme respiratoire provoquant une altération profonde des muqueuses respiratoires (ex : Virus de Bl ou
de la maladie de Newcastle) [12] [14] [15].

Analyse statistique

L’analyse statistique effectuée sur les différents lots est un test de Student pour le cas des échantillons
indépendants.

Les lots infectés et stressés ont enregistré un mort sur 50 animaux (soit une fréquence de 2%, lots AS1 et
AS2).

Les lots I, A1 et A2 infectés et non stressés ont enregistrés 08 morts sur 75 animaux (soit une fréquence de
10,67%).

L’étude statistique réalisée suivant le test de Student montre qu’il y a une différence trés significative entre
les deux échantillons t=0,94445 (p<0.05).

La mortalité enregistrée chez les animaux infectés par voie intramusculaire et non stressés (Lot I) était
significativement supérieure a celle enregistrée chez les animaux infectés par voie aérosol et stressés (Lot
AS1).

La dose d’E .coli inoculée par voie intramusculaire a bien été administrée et totalement par les animaux ; ce
qui a permit de dépasser leurs moyens de défenses naturelles. Ce pendant, la dose administrée par voie
aérosol n'a pas été totalement inhalée par les animaux car au moment de I'inoculation certaines gouttelettes
se dispersent donnant ainsi des animaux infectés, moins infectés et d’autres totalement pas infectés ce qui
explique la faible mortalité enregistrée dans ce cas.

La voie aérosol ne permet pas d'inoculer la quantité escomptée pour atteindre I'objectif visé a savoir
l'installation de la contamination voire l'infection.

CONCLUSION

Il ressort des résultats de I'essai effectué sur la comparaison des effets de l'inoculation de la souche d’E.
coli de sérotype O78K80 administrée avec deux doses (107 et 108 CFU/ml) et par deux voies (aérosol et IM)
sur des poulets agés de trois semaines combinées avec ou sans stress additionnel (retrait temporaire d’eau
et d’aliment, ammoniac), que seul le lot | inoculé par voie IM a présenté des troubles subcliniques avec
détérioration des indices de performances (croissance et IC).

Des taux de mortalité significativement différents ont également été observés entre deux échantillons
distincts (éch1 = lots AS et AS2 et éch2 = lots |, A1 et A2). La mortalité élevée serait due au mode
d’administration et a la quantité de l'inoculum ; car dans le cas de I'aérosol, nous avons noté une perte
considérable, sous formes de gouttes, de I'inoculum.

Lors d’'un prochain essai, il faut essayer de voire les effets de l'inoculation de la souche d’E. Coli sérotype
O78K80 sur des poulets préalablement infectés par des virus immunodépresseurs (virus de la Bronchite
infectieuse ou de la maladie de Newcastle) [16] [17].
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Reproduction expérimentale d’une colibacillose chez le poulet Comparaison de
I'efficacité d’'une Fluméquine et une Amoxicilline par rapport a une Enrofloxacine de
référence dans le traitement de cette pathologie.

Nature du dipléme : Doctorat en sciences
Option :Biologie Animale
Résumé

Les infections & Eischérichia Coli, particuliéerement fréquentes en aviculture, sont responsables
d’'importantes pertes économiques en élevage industriel de volailles.

Apres un rappel des connaissances bibliographiques, nous avons essayé d'aborder les différents
facteurs d'influence intervenant dans la standardisation de la maladie. De la synthése de ces
données découle dans un premier temps la mise en place d’'un essai de reproduction
expérimentale de la colibacillose sur des poulets agés de trois semaines qui ont été inoculés avec

une souche de colibacille O78K80 en aérosol ou par voie intramusculaire avec deux doses



différentes (aérosol) avec ou sans stress additionnel (retrait temporaire d’eau et d’aliment,
ammoniac) de facon a reproduire une colibacillose aviaire proche de la maladie naturelle. Un seul
lot inoculé par voie intramusculaire a présenté des troubles subcliniques avec détérioration des
indices de performances (croissance et indice de consommation). Un autre essai de reproduction
expérimentale de la colibacillose a été réalisé sur des poulets soumis a une infection colibacillaire
particulierement sévere afin de comparer I'efficacité du traitement par la Fluméquine par rapport a
une Enrofloxacine de référence. L'efficacité du traitement et I'équivalence des deux traitements
ont été démontrées pour les critéres de mortalité cumulée de j1 a j10, de morbidité cumulée
pendant la période de traitement, du score lésionnel des animaux morts et le poids des animaux
en fin d’essai. Cette équivalence d’efficacité est suggérée par les criteres de consommation d’eau,
d’aliment, de croissance des animaux et d’indice de consommation. Lors du dernier essai nous
avons pu provoguer une colisepticémie d'intensité correcte suite a l'inoculation intramusculaire
d'une souche d' E Coli a la dose de 0,5.10” CFU. Ensuite les deux anti-infectieux testés a savoir
I’Amoxicilline et I'Enrofloxacine ont montrés une efficacité comparable dans le traitement de cette

colibacillose.

Mots clés : Colibacillose, voie d’inoculation, poulet, bactériologie,Fluméquine, Enrofloxacine,
Amoxicilline, pathogénie. E. Coli



