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RESUME

Le probléme grandissant de I’antibiorésistance remet en question plusieurs
pratiques reliées a ’utilisation des antibiotiques, dont 1’usage a grande échelle pour des
fins de promotion de la croissance chez les animaux de consommation. Depuis 2006, le
retrait des antibiotiques dans les ¢levages de poulets de chair en Europe a été associé a
la résurgence d’entérite nécrotique, une maladie intestinale causée par la bactérie
Clostridium perfringens. Alors que la pathogénie de la maladie semblait bien comprise,
le retrait des antibiotiques a montré que peu de solutions de remplacement sont
disponibles afin de prévenir cette maladie. Trés peu d’études se sont intéressées a
mieux caractériser la dynamique des populations de C. perfringens dans les ¢élevages
avicoles et I’effet que pouvait avoir le retrait des antibiotiques sur 1’évolution de ces

populations.

La présente ¢étude a évalué I’impact du remplacement des antibiotiques
promoteurs de croissance et des anticoccidiens pendant une période de 14 mois, dans
huit ¢élevages commerciaux de poulets de chair au Québec. Un protocole d’¢levage
alternatif, combinant des stratégies telles que des produits a base d’huiles essentielles,
des acides organiques et inorganique, une vaccination contre la coccidiose ainsi qu’une
amélioration des conditions de démarrage des poussins, a été utilisé en remplacement
des antimicrobiens. Les performances zootechniques, la santé digestive ainsi que
I’occurrence d’entérite nécrotique pour les lots de poulets soumis au protocole

d’¢levage alternatif ont été comparées avec celles de lots de poulets de chair recevant



une ration conventionnelle. Des analyses moléculaires basées sur la PCR et le PFGE
ont été utilisées afin de documenter I’impact de la mise en place du protocole d’élevage

alternatif sur les populations de C. perfringens.

Les résultats obtenus montrent qu’aucune différence entre les groupes soumis
aux deux types de protocoles n'est observée en ce qui a trait a la viabilité en ¢levage, a
I'age d'abattage et aux taux de condamnations a l'abattoir. Toutefois, les lots soumis au
traitement alternatif ont eu des performances moindres pour le poids moyen a
l'abattage, le gain moyen quotidien et la conversion alimentaire. Un peu plus de 27%
des lots soumis au protocole alternatif ont connu un épisode d’entérite nécrotique
clinique. Les analyses ont aussi montré que I'un ou I’autre des protocoles ne semble
pas exercer d’influence particuliére sur la dynamique temporelle des populations de C.
perfringens. Pour les lots soumis au protocole d’¢levage alternatif, une forte diversité
génétique pour C. perfringens a été liée a un risque augmenté de vivre un épisode
d’entérite nécrotique. A I’opposé, les lots alternatifs ayant vécu des épisodes récurrents
de la maladie ont montré une diminution significative de la diversité génétique, ainsi
qu’une augmentation marquée du nombre de souches de C. perfringens transportant

plusieurs genes de virulence.

La présente ¢étude a permis de mieux documenter, d’un point de vue
économique et scientifique, la production de poulets de chair €levés sans antibiotiques
ni anticoccidiens au Québec. Cette étude est la seule du genre s’étant intéressée a la
caractérisation et a la comparaison dans le temps des flores de C. perfringens

retrouvées dans les deux types d’¢levages. Elle a révélé que la production a grande



échelle de poulets de chair élevés sans antibiotiques ni anticoccidiens est possible au
Québec, mais que celle-ci présente des impacts sur les performances zootechniques des

oiseaux, sur leur santé digestive et sur la dynamique des populations de C. perfringens.

Mots-clés : poulets de chair, antibiotiques, huiles essentielles, acides organiques,
vaccination coccidiose, performances zootechniques, santé digestive, entérite

nécrotique, Clostridium perfringens, dynamique populationnelle



ABSTRACT

In view of the increasing problem of antibiotic resistance, the large-scale use of
growth promoting antibiotics in food-producing animals is being questioned. The
voluntary ban of these compounds since 2006 in Europe, has been associated with a
resurgence of necrotic enteritis, an intestinal disease of broiler chickens caused by
Clostridium perfringens. Unfortunately, few alternatives are available and the
pathogenesis of necrotic enteritis is yet to be fully understood. Surprisingly, there is a
paucity of scientific papers on C. perfringens population diversity in broiler chicken
flocks as well as on the effects of antimicrobial withdrawal on this bacterial population

dynamics.

The current study evaluated the impact of replacing antibiotic growth promoters
and anticoccidials, over a 14-month period, on eight commercial broiler chicken farms
in Québec. A drug-free rearing protocol, combining essential oil-based products,
organic and inorganic acids, anticoccidial vaccination and chick brooding conditions
improvement, was used in place of antimicrobials. Zootechnical performances,
digestive health parameters and necrotic enteritis occurrence were compared between
conventional and drug-free flocks involved in this study. Molecular approaches such as
PCR and PFGE were used to monitor the impact of both rearing protocols on C.

perfringens populations.

Results show that livability, age at time of slaughter and total condemnations

were not affected by the drug-free program. However, the drug-free flocks showed a



decrease in mean live weight and in the daily weight gain, while feed conversion ratio
was increased for drug-free flocks. Nearly 27% of the drug-free flocks experienced a
clinical necrotic enteritis outbreak. Molecular analysis showed that C. perfringens
temporal dynamics seems to be little affected by both rearing protocols. For the drug-
free flocks, an initially greater genotypic diversity was linked with an increased risk of
experiencing necrotic enteritis. On the other hand, recurring outbreaks of the disease in
affected flocks caused a significant decrease of this genotypic diversity, as well as an

increase in the number of C. perfringens strains carrying multiple virulence genes.

The current study allowed us to better document the economical and scientific
aspects of a drug-free broiler chicken production in Québec. A limited number of
scientific papers relative to the comparison of the influence of different rearing
protocols on C. perfringens populations have been published so far. Results showed
that drug-free broiler chicken production in Québec is economically feasible, though
impacting the zootechnical and health performances, as well as C. perfringens

population temporal dynamics.

Key words : broiler chickens, antibiotics, essential oils, organic acids, anticoccidial
vaccination, zootechnical performances, digestive health, necrotic enteritis,

Clostridium perfringens, population dynamics
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Chapitre 1. INTRODUCTION



Au cours des derniéres années, la consommation de viande et de produits de
viande n’a cessé de montrer une tendance a la hausse, autant aux Etats-Unis, que pour
tous les pays industrialisés, incluant I’'Union Européenne (1). La viande de volaille en
est une des plus populaires puisqu’elle représente une excellente source de protéines,
est faible en gras, et contrairement a la viande rouge, n’est pas reconnue pour étre
associée a des risques augmentés de certaines maladies, dont les maladies cardio-
vasculaires, néoplasiques, ou méme métaboliques (2-4). Considérant que les
spécialistes estiment que la population mondiale se situera a preés de 10 milliards
d’habitants d’ici 2050, et afin de répondre a la demande grandissante pour cette denrée
alimentaire, la production avicole devra continuer de progresser, et sera confrontée a
plusieurs défis de taille : 1’évolution des changements climatiques, la gestion de la
sécurité alimentaire globale, I’émergence de maladies infectieuses, 1’augmentation des
densités de production afin de répondre a la demande grandissante, ainsi que la gestion
des déjections animales reliée a cette intensification (5, 6). Des mesures législatives
visant a interdire ou a réduire 1’utilisation des antibiotiques promoteurs de croissance
ne viendront que rajouter a la complexité du défi (7). L’amélioration de plusieurs
aspects reliés a I’¢élevage avicole, tels que la conception des batiments, en passant par
I’équipement, la prévention des maladies infectieuses, la génétique des oiseaux, ainsi
que leur alimentation, a largement contribué a optimiser le rendement des €levages (8).
L’utilisation des antibiotiques est aussi fortement associée a I’essor de la production.
En effet, depuis plus de cinquante ans, les antibiotiques, que I’on nomme facteurs de
croissance, sont ajoutés a la ration des animaux d’élevages industriels afin de favoriser

le maintien d’une santé globale, de prévenir certaines maladies infectieuses, mais aussi



a des fins économiques pour promouvoir la croissance et améliorer I’efficacité
alimentaire (9, 10). Cet aspect représente un avantage économique considérable pour

les producteurs agricoles.

Cependant, depuis plus d’une dizaine d’années, [’utilisation répandue des
antibiotiques chez les animaux de consommation, non seulement comme promoteurs
de croissance, mais aussi pour des fins de prévention ou de traitement est devenue une
préoccupation majeure des gouvernements, consommateurs et professionnels de la
santé. En effet, les élevages industriels sont souvent blamés comme étant les
principaux responsables de 1’augmentation de la résistance des bactéries aux agents
antimicrobiens (8, 11, 12). Par exemple, I'utilisation des antibiotiques en continu via
I’alimentation pour des fins de promotion de la croissance des animaux ansi que pour
la prévention de certaines maladies a incidence économique, contribuerait a la
persistance et a la propagation des génes de résistance aux antibiotiques, en favorisant
la sélection de bactéries porteuses de ces genes. L humain serait ainsi expos€ via son
alimentation lors de la consommation de produits de viande contaminés par ces
microorganismes résistants (13-16) (12). L’industrie de la volaille est aussi interpellée
par I’utilisation des antibiotiques. Par exemple, la virginiamycine, un antibiotique de la
famille des streptogramines présentant des analogies avec des antibiotiques utilisés en
thérapie chez 1’humain, est utilisée comme facteur de croissance chez les volailles.
Autre exemple, ’'usage pour fins de promotion de la croissance de 1’avoparcine, un
analogue de la vancomycine, antibiotique d’importance majeure en médecine humaine,
a ¢été interdit par les pays européens suite a 1’augmentation marquée du nombre de

souches d’entérocoques résistantes (17). Dans le méme ordre d’idée, I’'utilisation de



’enrofloxacine, une fluoroquinolone, a ¢été interdite aux FEtats-Unis suite a
I’augmentation secondaire de la prévalence de souches de Campylobacter résistantes
aux fluoroquinolones (18). De la méme fagon, la corrélation identifiée entre
I’utilisation du ceftiofur dans les couvoirs et I’augmentation de la prévalence de
souches de Salmonella et d’Escherichia coli résistantes a cet antibiotique a entrainé le
retrait de I’usage de celui-ci en dehors des directives de 1’étiquette, interdisant ainsi de
facon définitive son utilisation chez le poussin au Canada et aux Etats-Unis (19). Dans
cet ordre d’idées, I’Union Européenne a décidé en 2006 de bannir 1’usage des
antibiotiques en tant que promoteurs de croissance chez les animaux destinés a la
consommation humaine, évoquant le principe de précaution (9). Les autorités
gouvernementales de plusieurs autres pays remettent aussi en doute cette pratique et
songent aussi a bannir [’utilisation des antimicrobiens comme promoteurs de
croissance en production animale (9). Avec le retrait des antimicrobiens utilisés comme
promoteurs de croissance dans plusieurs pays, il apparait évident que la microflore
intestinale des oiseaux a été modifiée, permettant ainsi non seulement a certaines
maladies, dont 1’entérite nécrotique aviaire, de faire résurgence, mais laissant aussi
sans réponse les questions relatives a la possible augmentation de 1’incidence de cas de
maladies associés aux pathogenes alimentaires chez 1’humain (20). Parmi celles-ci, la
campylobactériose est parmi les plus préoccupantes. En effet, dans les pays
industrialisés, la plupart des infections humaines a Campylobacter résultent de
I’ingestion d’aliments contaminés, la volaille et ses produits de viande représentant la
source d’infection principale (350, 366). Sur le plan de la santé animale, la Norveége a

¢été le premier pays a bannir I’utilisation des antibiotiques comme promoteurs de



croissance dans ’alimentation des animaux de consommation en 1995. A ce moment,
dans des troupeaux de poulets de chair, des taux d’incidence pour I’entérite nécrotique
allant jusqu’a 40% ont été observés (21). En France, les taux d’incidence de I’entérite
nécrotique sont passés de 4% en 1995 a 12,4% en 1999, a la suite du retrait des
promoteurs de croissance dans I’alimentation des volailles (20). Sur le plan mondial,
les pertes économiques associées a la maladie, ainsi qu’a son contrdle sont estimées a
plus de 2 milliards de dollars annuellement (5, 22). L’entérite nécrotique se présente
sous deux formes cliniques distinctes, soit sa forme clinique aiguée, soit une
présentation plus discréte que 1’on nomme sous-clinique. La maladie clinique est
associée a des mortalités soudaines et importantes pouvant affecter prés de 50% des
oiseaux d’un méme troupeau, ainsi qu’a des lésions intestinales caractéristiques allant
d’ulceres localisés multifocaux jusqu’a une nécrose extensive de la muqueuse
digestive. Dans sa présentation sous-clinique, la maladie n’est pas associée a des taux
de mortalités augmentés ni aux lésions décrites ci-haut, mais se traduit plutot par des
pertes au niveau des performances zootechniques telles qu’une diminution du gain de
poids, une augmentation du taux de conversion alimentaire, celles-ci découlant d’une
capacité de digestion et d’absorption altérées par la présence de dommages chroniques
causés par la bactérie a la muqueuse intestinale (22). Toutes les conditions favorisant
une croissance excessive de C. perfringens au niveau intestinal et conséquemment la
production de toxines par la bactérie représentent des facteurs de risques pour
I’apparition de I’entérite nécrotique (23). La majorité de ces facteurs de risque ont été
identifiés, mais leur controle seul ne suffit pas a prévenir D’apparition d’épisodes

d’entérite nécrotique. Plusieurs chercheurs ont travaillé a élucider la pathogénie de



I’entérite nécrotique ainsi que le role du développement de I’immunité chez les oiseaux
dans le contrdle de la maladie (5, 24-27). Parallélement, la communauté scientifique a
déployé beaucoup d’efforts au cours des dernicres années afin d’identifier des
stratégies alternatives pouvant étre utilisées en remplacement des promoteurs de
croissance afin d’assurer le contrdle de la maladie dans les élevages de poulets de chair
(9, 28, 29) (30, 31) (32, 33). Cependant, les ¢tudes évaluant I’impact de la mise en
place de ces stratégies dans des troupeaux de poulets de chair demeurent rarissimes
dans la littérature scientifique. Ainsi, peu nombreuses sont les études s’étant
intéressées a quantifier les effets, tant sur le plan économique que scientifique, de
I’application de méthodes alternatives en remplacement des antibiotiques facteurs de
croissance en conditions commerciales. De plus, la majorité des travaux ayant porté sur
la caractérisation génétique de souches de C. perfringens a été réalisée sur des souches
provenant de troupeaux affectés par 1’entérite nécrotique. Pour le moment, aucune
étude n’a décrit ’impact qu’aurait le retrait des antimicrobiens pendant plusieurs lots
consécutifs de poulets de chair dans un méme batiment, sur la population résidente de

C. perfringens.

Cette thése étudiera I’effet de ’application d’un traitement conventionnel a base
d’antibiotiques et d’anticoccidiens, comparé a celui d’un traitement alternatif sans
antibiotiques ni anticoccidiens composé de diverses stratégies alternatives, incluant une
amélioration des conditions de démarrage, 1’ajout d’additifs alimentaires a base
d’huiles essentielles, I’acidification de I’eau d’abreuvement ainsi qu’une vaccination
contre la coccidiose, dans huit élevages industriels de poulets de chair au Québec. Il

sera donc possible de mesurer I’impact de chacun des traitements d’un point de vue



économique, mais aussi sur la santé digestive des oiseaux, ainsi que sur les populations
de C. perfringens résidant dans les différents batiments suivis. Il sera aussi possible de
voir de quelle facon des épisodes d’entérite nécrotique peuvent influencer la

dynamique populationnelle de ce pathogéne associ¢é a [D’entérite nécrotique.



Chapitre 2. RECENSION DE LA LITTERATURE



2.1 Revue générale des infections a C. perfringens

2.1.1 Caractéristiques générales, classification et identification du microorganisme

Anciennement connu sous le nom de Bacillus aerogenes capsulatus, puis par la
suite de Clostridium welchii, la bactérie aujourd’hui connue sous le nom de C.
perfringens a été identifiée pour la premiere fois par Welch et Nuttal en 1891 (34). Le
genre Clostridium, dont le nom est dérivé du mot grec "kloster" et appartenant au
phylum des firmicutes, est un des genres les plus divers, tant pour les nombreuses
especes qui le composent que pour le large éventail de conditions pathologiques qui lui
sont associées, autant chez les animaux que chez ’homme. Malgré le fait que, pour
plusieurs de ces conditions, des approches prophylactiques et thérapeutiques efficaces
soient identifiées, les infections a Clostridium demeurent parmi les infections
bactériennes les plus souvent diagnostiquées et fatales (34, 35). Les clostridies sont des
bactéries positives a la coloration de Gram, anaérobes, ubiquitaires et possédant la
capacit¢ de former des spores, cette caractéristique leur conférant une plus grande
résistance. Le botulisme associ¢ a Clostridium botulinum, le tétanos impliquant
Clostridium tetani, la colite pseudomembraneuse reliée a Clostridium difficile et la
gangréne gazeuse causée par les souches de C. perfringens de type A ne sont que
quelques exemples de maladies impliquant Clostridium. Le séquengage complet du
génome de trois souches de C. perfringens a permis de découvrir une importante

diversité, avec plus de 300 ilots génomiques identifiés, et contribuant certainement au
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vaste éventail de conditions pathologiques causées par la bactérie (24, 36). La plupart
des signes et Iésions retrouvés lors des infections causées par ce microorganisme sont
généralement la conséquence de 1’action de plusieurs enzymes ou toxines produites par
la bactérie. Parmi celles-ci, on retrouve la toxine béta-2, [’entérotoxine, la
perfringolysine A, la collagénase A, la toxine lambda, la hyaluronidase, la
neuraminidase et la DNase (37). Clostridium perfringens, 1’agent numéro un des
infections entériques a clostridies chez les animaux, est aussi reconnu pour produire
plusieurs toxines. Chez la volaille, la bactérie est associ¢e a différentes conditions
telles que I’entérite nécrotique, 1’entérite ulcérative, la dermatite nécrotique et le
botulisme, conditions que 1’on nomme aussi clostridioses aviaires. Méme si plus de 17
toxines ont été identifiées jusqu’a aujourd’hui chez C. perfringens, seul un faible
nombre est reconnu comme étant a 1’origine de maladies spécifiques. Classiquement,
quatre toxines sont utilisées pour le classement de la bactérie en cinq toxinotypes allant
de A jusqu’a E. Cette méthode de classification fut développée en 1931 a partir de tests
effectués sur des souris, et est basée sur le pouvoir de 1étalité du surnageant de cultures
pures de chacun des toxinotypes ainsi que sur la capacité de séroprotection d’anticorps
neutralisants isolés de ce méme surnageant (35, 38). Alors que les toxinotypes B, C, D
et E sont toujours reliés a des processus pathologiques, les souches de C. perfringens
appartenant au type A peuvent tout aussi bien faire partie de la flore normale du tractus
intestinal, qu’étre a l’origine de conditions pathologiques. La gangréne gazeuse,
I’intoxication alimentaire, [’entérite nécrotique aviaire, [’entérocolite du poulin,
I’entérite du porcelet ainsi que ’entérite hémorragique chez la vache sont parmi les

maladies dont I’agent causal est Clostridium pefringens de type A (39, 40).
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Tableau 1. Toxinotypes, toxines et maladies associées a C. perfringens (Songer,

2010)

Toxinotype Principales maladies Toxines

toxi-infections alimentaires, entérite nécrotique aviaire,
A entérotoxémie de l'agneau, entérocolite nécrosante néontale alpha
porcine, entérite hémorragique néonatale bovine

dysenterie de I'agneau, entérite chronique ovine, entérite

B hémorragique bovine/équine alpha, béta, epsilon
entérite nécrotique du poulain, entérotoxémie du

C porcelet/agneau/veau/chevreau/poulin, entérotoxémie aigué du alpha, béta
mouton

D enterotoxémie ovine, entérocolite caprine, entérotoxémie bovine alpha, epsilon

E entérotoxémie néonatale bovine alpha, iota

Au cours des derniéres années, plusieurs travaux portant sur C. perfringens ont
permis I’identification de nouvelles toxines telles que les toxines NetB, TpeL et cpb2,
permettant a plusieurs spécialistes d’affirmer que la méthode actuelle de classification

de la bactérie devrait étre revue (41).

C. perfringens est une bactérie anaérobique, protéolytique et glucidolytique, a
Gram positif, dont la croissance est parmi celle des bactéries se divisant le plus
rapidement, un temps de doublement inférieur a 10 minutes ayant été rapporté dans des
conditions optimales (42). Sa croissance peut cependant s’effectuer a des températures
variant entre 15°C et 50°C. La bactérie possede la capacité de produire des endospores

pouvant résister a une exposition a la chaleur a plus de 100°C pour deux heures,

représentant ainsi une forme de résistance efficace pour le microorganisme (5). La
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bactérie posséde aussi une grande tolérance a I’oxygéne, en plus d’une croissance
rapide dans des milieux de culture complexes, avec un temps de génération d’aussi peu

que 8 a 20 minutes dans des conditions optimales (43).

2.1.2 Infections et maladie chez la volaille

2.2.2.1 L’entérite nécrotique aviaire

L’entérite nécrotique aviaire a pour la premicre fois été¢ observée par Bennetts
en 1930 en Australie, puis décrite par Parish en 1961 en Angleterre (44, 45). Plus tard,
les chercheurs ont réussi a reproduire la maladie en inoculant des poussins avec des
souches de C. perfringens, associant ainsi hors de tout doute, la bactérie a la maladie
(20). Avec I’utilisation des antibiotiques a faible dose dans 1’alimentation des poulets
de chair, C. perfringens était une menace que 1’on croyait bien comprise et controlée.
Jusqu’en 1997, dans un manuel international répertoriant les maladies d’importance
chez la volaille, I’entérite nécrotique n’occupait pas une place prédominante (45). Ce
n’est que quelque temps apres, suite au retrait des promoteurs de croissance dans
plusieurs pays, que la maladie est devenue un probléme mondial émergent, tant sur le
plan économique, que celui du bien-étre animal. Les travaux de recherche réalisés au
cours des derniéres années ont permis de constater que plusieurs éléments du casse-téte
étaient manquants pour décrire la pathogénie de I’entérite nécrotique. Entre autres, les
chercheurs se sont rendu compte que toutes les souches de C. perfringens ne
possédaient pas le méme pouvoir a causer l’entérite nécrotique. La majorité des
¢épisodes sont attribuables aux souches de type A, puis dans une moins grande

proportion, a celles de type C (39, 46). Alors que certaines souches, lorsqu’utilisées
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seules pour inoculer des oiseaux, vont provoquer [’apparition de Iésions
caractéristiques de 1’entérite nécrotique, d’autres souches nécessiteront la présence de
facteurs prédisposants (37). Pour plusieurs des souches de C. perfringens, méme pour
celles isolées de cas cliniques d’entérite nécrotique, des conditions optimales de dose,
de voie et de fréquence d’administration ne réussiront pas a reproduire la maladie chez

I’oiseau dans un modele d’infection expérimentale (5).

Chaque année, les experts estiment que 1’entérite nécrotique colite pres de 2,6
milliards de dollars US a I’industrie avicole mondiale, ces coflits étant principalement
attribuables au traitement et a la prévention de la maladie, mais aussi aux pertes de
production y étant associées (41, 47). La manifestation de la maladie dans sa forme
sous-clinique serait la plus dévastatrice tant sur le plan économique, que dans un aspect
de bien-étre animal. D’ailleurs, cette forme est le plus souvent sous-diagnostiquée par
les éleveurs (47). Lors de présentation sous-clinique, les pertes sont principalement
associées a une diminution de ’efficacité alimentaire ainsi qu’aux retards de croissance
provoqués par l’altération de la fonction digestive due aux dommages causés a la
mugqueuse intestinale par C. perfringens. La maladie dans sa forme sous-clinique peut
se manifester chez des oiseaux de différents dges, mais est le plus souvent rencontrée
lorsque les volailles atteignent trois semaines d’age (47). Cette forme sous-clinique
n’est pas reconnue pour évoluer vers une forme clinique plus sévere (36). Parmi les
¢léments caractérisant cette forme, on retrouve des dommages a la muqueuse
intestinale et des comptes caecaux de C. perfringens dépassant les 10° ufc/g. Des
¢léments favorisant 1’apparition de la condition tels que des dictes végétales, la

présence de dommages intestinaux causés par d’autres maladies, et des changements a
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la litiere seraient impliqués. De plus, la présence de souches de C. perfringens
produisant des toxines spécifiques serait requise, bien qu’aucune signature génétique
précise n’ait été attribuée a celles-ci pour le moment (325). Dans les pays ou les
antibiotiques administrés a faibles doses en prévention de I’entérite nécrotique ont été
bannis, on rapporte que les élevages de poulets de chair confrontés a des épisodes
séveres d’entérite nécrotique enregistrent des profits de 33% inférieurs a ceux des
élevages sains aussi non-médicamentés (48). A l’opposé, un épisode d’entérite
nécrotique clinique se traduit par une multiplication rapide de la bactérie au niveau
intestinal, entrainant la production de gaz, de toxines et secondairement, des dommages
aux cellules intestinales. Dans certains cas, on parle méme de toxicose entérique, ou la
production de toxines provoquera entre autres 1’hydrolyse de la lécithine des
membranes cellulaires intestinales, la formation de diacylglycérol, suivi de I’activation
secondaire de la protéine kinase C, stimulant ainsi la cascade de 1’acide arachidonique.
De nombreux médiateurs inflammatoires tels que les leucotrieénes, le thromboxane et le
facteur PAF seront alors libérés. Ces médiateurs seront a leur tour responsables de la
contraction des vaisseaux sanguins et de 1’aggrégation plaquettaire conduisant a une
dysfonction du myocarde et a la mort suraiguée le plus souvent observée comme
premier signe lors de ces épisodes (37, 49). Lors de maladie clinique, des mortalités
importantes affectant prés de 1% des oiseaux d’un troupeau par jour, pour plusieurs
jours consécutifs, peuvent étre observées. Dans certains cas, si aucune mesure
corrective n’est utilisée, entre 10% et 40% des oiseaux d’un méme troupeau peuvent en
mourir (49). Les oiseaux sont généralement atteints par la maladie entre deux et six

semaines d’age, mais la maladie peut aussi étre observée chez des oiseaux agés de plus
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de six mois (45). Les principaux signes cliniques observés sont de la déshydratation, de
I’abattement, de la somnolence, des plumes ¢bouriffées, une diarrhée profuse qui n’est
par contre pas toujours présente, ainsi qu’une diminution de la consommation
alimentaire. Ces signes sont généralement de trés courte durée et précedent
généralement la mort de 1’oiseau (20, 37, 41, 45, 50). La mort peut survenir aussi
rapidement qu’en une a deux heures, ce qui fait que les oiseaux n’ont pas le temps de
montrer une perte de poids. D’un point de vue macroscopique, les Iésions sont
généralement confinées au petit intestin, quoique les caeca, les reins et le foie peuvent
étre atteints. Le jéjunum et I’iléon sont les sites de prédilection pour la bactérie. Ils
seront distendus par du gaz, présenteront des parois trés amincies et friables et pourront
étre remplis d’un liquide brunatre malodorant. Leur muqueuse présentera des ulcéres
focaux a confluents, et pourra méme étre recouverte d’'une pseudomembrane, souvent
bien adhérée. A 1’observation microscopique, cette membrane diphtérique de couleur
vert-jaunatre ou brun-orangé correspond a des villosités intestinales nécrotiques, a une
accumulation de cellules épithéliales intestinales dégénérées, a de gros batonnets a
Gram positif ainsi qu’a un mélange de cellules inflammatoires et de fibrine. Les
oiseaux survivant a un épisode de maladie débuteront une regénération des villosités

intestinales qui seront alors plus courtes (37, 45, 50).

Le nom d’entérite nécrotique vient du fait que la bactérie provoque, dans les
stades plus avancés de I’infection, une nécrose extensive des villosités intestinales

caractérisée par une nécrose de coagulation, cette nécrose atteignant la sous-muqueuse
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et la musculeuse. Il est aussi possible d’observer la congestion des vaisseaux sanguins
de la sous-muqueuse, ainsi qu’une lamina propria hyperémique et infiltrée par de
nombreuses cellules inflammatoires, principalement des hétérophiles granulocytes (10,
22). Des études récentes s’étant intéressées aux changements histopathologiques
survenant initialement ont permis de mettre en lumiére de nouveaux aspects quant a
I’évolution de la maladie. Entre autres, les changements pathologiques aux villosités
intestinales surviendraient initialement a la membrane basale ainsi qu’au domaine
latéral des entérocytes a travers toute la lamina propria, la surface apicale des
entérocytes n’étant affectée que plus tardivement dans le processus. Ainsi, Olkwski et
coll. ont conclu que ces changements morphologiques impliqueraient des facteurs
affectant la matrice extracellulaire et les jonctions cellulaires (51). Pour expliquer ce
phénomene, les auteurs laissent sous-entendre que le processus pathologique
impliquerait des collagénases libérées par la bactérie, mais aussi des protéinases de la
matrice extracellulaire de I’hote, protéinases dont 1’action serait accrue par les
interactions hote-pathogeéne (51, 52). La bactérie n’envahit pas les cellules intestinales,
mais peut toutefois prendre la circulation sanguine, atteindre la circulation porte ainsi
que les canaux biliaires et former des foyers hépatiques d’infection. De multiples
foyers de nécrose de coagulation sont alors visibles a 1’évaluation microscopique (20).
A T’abattoir, autant dans les cas d’entérite nécrotique clinique que sous-clinique, C.
perfringens est reconnu pour entrainer des condamnations pour hépatite et
cholangiohépatite pouvant affecter entre 0,02% et 0,2% d’un lot (48, 53). Ces lésions
peuvent aussi étre observées dans la forme sous-clinique de la maladie (35). On peut

observer de nombreux foyers pales et une nécrose fibrinoide des cellules hépatiques
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ainsi qu’une hyperplasie des canaux biliaires. Lors de manifestation sous-clinique,
I’amincissement généralisé¢ de la muqueuse digestive qui permet a C. perfringens de
prendre la circulation serait responsable des quelques foyers de nécrose mineure

observés dans le foie (48, 53).

La reproduction de I’entérite nécrotique dans des conditions expérimentales est
un incontournable pour différentes raisons. Que ce soit pour comparer 1’efficacité
d’antimicrobiens, pour mesurer la capacité de protection de vaccins ou de stratégies de
contrdle alternatives contre Clostridium pefringens, pour évaluer le role de certains
facteurs de virulence ou de facteurs prédisposants dans le développement de la
maladie, ou méme pour décrire I’évolution des processus pathologiques associés a la
maladie, toutes ces situations justifient 1’utilisation d’'un modele expérimental fiable et
hautement reproductible (41, 54). Alors que certains facteurs tels que des dictes riches
en protéines animales, des céréales a forte teneur en fibres non-digestibles, une
infection concomitante par Eimeria, ainsi que des conditions d’immunosuppression,
sont reconnus pour favoriser I’apparition de la maladie, d’autres semblent essentiels.
Des travaux réalisés au cours des derniéres années et faisant appel a la génomique
comparée, ont permis d’identifier de nouvelles toxines dont la toxine NetB, largement
retrouvée chez les isolats de C. perfringens provenant de cas cliniques d’entérite
nécrotique, et semblant jouer un rdle crucial dans 1’apparition de la maladie (44, 55-
57). Les chercheurs ont aussi pu démontrer que les souches associées a 1’entérite
nécrotique possédaient trois ilots de pathogénicité caractéristiques, dont un de ceux-ci
contenant le géne netB. Deux de ces ilots seraient aussi portés sur de gros plasmides.

Plus encore, le séquencage complet de ces plasmides laisse croire que les isolats de C.
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perfringens causant 1’entérite nécrotique appartiendraient a deux groupements clonaux
possédant un ancétre commun et s’étant adaptés a 1’espéce aviaire afin de provoquer

I’entérite nécrotique (41, 58, 59).

2.2.2.2 Incidence de I’entérite nécrotique et prévalence de C. perfringens

Les références de la littérature scientifique rapportant des taux d’incidence de
I’entérite nécrotique sont relativement rares, et souvent trés peu récentes (60, 61). La
prévalence d’épisodes d’entérite nécrotique varierait entre 1% et 40% selon les auteurs
(49, 62). Pour plusieurs pays européens ou les antibiotiques ajoutés a la ration en tant
que promoteurs de croissance ont été bannis en 2006, une augmentation de I’incidence
d’entérite nécrotique est rapportée, sans que des chiffres précis soient avancés (63). En
2007, Hermans et Morgan ont réalisé une étude, par le biais d’un questionnaire,
impliquant plus de 72% des lots de poulets de chair élevés sur une période d’environ 6
mois au Royaume-Uni. Ils rapportent une prévalence moyenne de 12,3% pour les
¢épisodes d’entérite nécrotique (60). Kaldhusdal et Skjerve rapportent quant a eux des
incidences variant entre 0% et 34,8%. Leurs chiffres se basent sur une évaluation
trimestrielle du nombre de cas soumis a un laboratoire de diagnostic animal en
Norvege sur une période de 20 ans (60). Comme rapporté dans chaque étude du genre,
une évaluation précise du nombre de cas d’entérite nécrotique pour un temps ou une
région donnés demeure ardue. La raison principale est, dans un premier temps, que ce
ne sont pas tous les éleveurs qui sont aptes a reconnaitre un épisode de maladie,

certains épisodes pouvant passer sous silence. Aussi, les €leveurs aux prises avec un
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épisode d’entérite nécrotique ne feront pas nécessairement tous appel a des services
vétérinaires. On rapporte dans quelques enquétes épidémiologiques réalisées
principalement dans les pays de 1’Union Européenne, que les éleveurs soupgonnent une
augmentation soudaine de 1I’humidité de la liticre comme un signe précurseur d’un
épisode imminent d’entérite nécrotique. Dans plusieurs de ces cas, un traitement
antibiotique est alors immédiatement instauré¢ sans I’établissement d’un diagnostic
précis. Selon la juridiction en place, il est possible que des éleveurs aient acces a des
antimicrobiens sans prescription vétérinaire, permettant ainsi a ceux-ci d’effectuer un
diagnostic par thérapie (45). Ces pratiques peuvent ainsi fausser le nombre réel de cas
d’entérite nécrotique rapportés par les vétérinaires lors d’enquétes épidémiologiques,
mais aussi empécher I’identification de la cause réelle de maladie. De la méme
manicre, dans les études réalisées a partir de cas soumis a un laboratoire de référence,
il peut étre difficile d’évaluer la population desservie par ce laboratoire et donc la
population de référence a laquelle comparer le nombre de cas d’entérite nécrotique

(45).

Méme si la prévalence d’entérite nécrotique semble trés variable et
difficilement évaluable dans des populations avicoles données, C. perfringens est quant
a lui largement retrouvé dans le tractus intestinal des volailles (46). On le considere
comme un habitant normal du tractus intestinal des volailles, quoique la charge
bactérienne pour C. perfringens semble tres différente d’un individu a un autre. Chez
les oiseaux sains, il est normal de retrouver des comptes variant de 0 jusqu’a 10° ufc / g
de contenu intestinal (22). Il semble cependant exister une corrélation positive entre le

nombre de bactéries de cette espece présentes dans le tractus intestinal des volailles et
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I’age de celles-ci, du moins jusqu’a ce qu’elles atteignent environ cinq semaines d’age
(45). Les méthodes de culture traditionnellement utilisées afin d’isoler les
microorganismes présents dans le tractus digestif des volailles sont toutefois longues et
fastidieuses. Par comparaison avec des techniques plus récentes, on rapporte aussi que
la proportion de microorganismes cultivables serait trés variable ou pourrait étre aussi
faible que 10% de toutes les bactéries présentes (63). Parmi les nouvelles approches
disponibles, le PCR en temps réel présente 1’avantage de pouvoir évaluer de maniére
quantitative les différents groupes bactériens composant la microflore intestinale.
Ainsi, les Lactobacilli, les entérocoques, les Bactéroides, C. perfringens et les autres
membre du groupes des Clostridies représentent les principaux phylums bactériens
retrouvés dans le caecum des volailles (64). On rapporte que lors de I’analyse du
contenu digestif, ce sont plus de 75% a 95% des oiseaux qui sont positifs pour la
présence de C. perfringens (65). En se basant sur les méthodes de culture
traditionnelles, la flore bactérienne du caecum des oiseaux serait composée d’environ
10" bactéries anaérobes obligatoires / g de contenu intestinal (66-68). Les oiseaux
atteints d’entérite nécrotique présenteront quant a eux des comptes de C. perfringens
avoisinant les 10%-10° par g (41, 69). Certains auteurs rapportent méme des corrélations
entre les comptes de C. perfringens et la sévérité des 1ésions intestinales observées
(70). Cependant, une multiplication de la bactérie dans I’intestin n’entraine pas
nécessairement 1’apparition de 1ésions d’entérite nécrotique, laissant supposer que des
facteurs intrinséques a la bactérie, ainsi que la présence de conditions favorisantes
contribueraient a I’apparition des Iésions observées lors d’épisodes de maladie (20, 71,

72).
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Les résultats sont contradictoires quant a 1’influence de divers facteurs sur la
prévalence et le nombre de C. perfringens retrouvés dans la microflore digestive. Dans
une étude menée en 2007 par Wise et Siragusa, I’évaluation par PCR quantitatif de
I’évolution de la communauté intestinale bactérienne chez des oiseaux soumis a un
traitement conventionnel a base de promoteurs de croissance, en comparaison avec des
oiseaux ¢levés sans I’ajout de ces additifs, a démontré que les proportions de C.
perfringens ne semblaient pas étre affectées par un traitement ou un autre. Ces résultats
sont a I’inverse de ce que Engberg et coll. rapportaient en 2000 (63, 73). De plus, ces
auteurs ont rapporté que contrairement a ce qui est observé lors d’épisodes d’entérite
nécrotique, C. perfringens semblait demeurer en quantités relativement faibles a
mesure que les oiseaux avangaient en age, peu importe le traitement, soulignant de
nouveau le fait que les facteurs propres a la bactérie menant a sa multiplication lors
d’épisodes d’entérite nécrotique demeurent peu connus (63). A I’opposé, Feng et coll.,
dans une ¢étude menée en 2010, ont noté que les populations iléales
d’Enterobacteriacea, d’Enterococcus et de Clostridium coccoides n’étaient pas
modifiées de maniére significative lors d’épisodes d’entérite nécrotique (74). A
I’inverse, les auteurs ont démontré que deux jours post-infection, la multiplication de
C. perfringens au niveau intestinal était corrélée avec une diminution significative de
I’abondance de Lactobacillus aviarius. Non seulement les épisodes d’entérite
nécrotique influencent la dynamique populationnelle de C. perfringens, d’autres
facteurs semblent aussi faire varier les comptes du microorganisme au niveau
intestinal. Bjerrum et coll., ont démontré que chez des poulets soumis a une diete

conventionnelle contenant des promoteurs de croissance, dans 7 a 9 fois sur 10, il
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n’était pas possible de cultiver C. perfringens a partir de contenu soit du jabot, de
I’iléon, des ceaca ou méme du rectum, laissant présumer des comptes inférieurs a la
limite de détection d’environ 10° bactéries / g d’échantillon. Dans cette méme étude,
des oiseaux ¢élevés de maniere biologique et donc nourris d’une diéte sans antibiotiques
présentaient quant a eux des comptes de C. perfiingens variant plutét de 10* a 10
bactéries / g d’échantillon de contenu intestinal pour ces mémes structures anatomiques

(64).

Knarreborg et coll. rapportaient, dans une étude réalisée sur 1’effet de 1’dge
ainsi que sur I’effet de la composition de la diéte incluant ou non 1’ajout de promoteurs
de croissance, une augmentation d’environ 3 logs de la population intestinale de C.
perfringens chez les oiseaux entre 7 et 35 jours d’age (75). Cette augmentation était
d’autant plus marquée pour les oiseaux de 35 jours d’age, nourris d’une di¢te a base de
gras animal et dépourvue d’antibiotiques. Les auteurs rapportaient méme que 1’effet de
ces deux facteurs était additif, selon la composition en lipides des composés utilisés.
Cette ¢étude laissait méme sous-entendre que les antibiotiques auraient un effet limitant
quant a la diversité observée au sein méme de la population de C. perfringens, cet effet
tendant a disparaitre & mesure que les oiseaux se rapprochent de 35 jours d’age. Ainsi,
les fragments obtenus par DGGE montrent deux fragments correspondants aux
amplicons obtenus pour le gene plc codant pour la toxine alpha chez les oiseaux de 14
et 21 jours d’age, soumis au traitement a base de gras animal, sans antimicrobiens,
alors qu’un seul fragment était reconnaissable chez les oiseaux soumis a tout autre

traitement. Le séquencage subséquent des fragments a permis d’identifier une variation
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nucléotidique pour le géne plc entre les différents groupes, suggérant la présence, chez

ces oiseaux, de différentes souches de C. perfringens au niveau intestinal (76).

2.2.2.3 Distribution, sources de contamination et persistance dans 1’environnement

C. perfringens est un microorganisme ubiquitaire, largement retrouvé dans
I’environnement, le sol, I’eau, les eaux usées ainsi que la flore digestive normale des
humains et des animaux (65, 77, 78). On rapporte méme que des poussins pourraient
éclore en ayant un tractus digestif déja colonisé, la transmission verticale a partir de la
mere semblant étre possible (45, 79). Selon les différents travaux réalisés sur le sujet,
la colonisation des volailles surviendrait trés tot dans leur vie. En effet, dans des études
menées par Craven et coll. en 2001 et 2003, les coquilles d’ceufs destinés a
I’incubation, le duvet des poussins peu apres 1’éclosion ainsi que les papiers déposés
dans le fond des boites de transport pour les poussins au couvoir ont tous été rapportés
étre positifs a la présence de C. perfringens. Le couvoir représente donc une source de
contamination considérable pour les poussins (65, 80, 81). Des méthodes de
caractérisation génétique ont méme réussi a démontrer que des souches isolées de
troupeaux reproducteurs pouvaient étre retrouvées, au moment de 1’abattage, chez les
poulets de chair originant de ces troupeaux, démontrant ainsi I’importance du controle
de la dissémination de C. perfringens au sein d’un systéme de production (72, 80). De
par sa capacité a produire des spores, C. perfringens peut persister tres longtemps dans
I’environnement et représenter une source de contamination pour des oiseaux

nouvellement arrivés. Les murs et planchers des poulaillers, la poussiére des
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ventilateurs, les équipements d’abreuvement des volailles, les rubans servant au
contrdle des insectes ainsi que les insectes eux-mémes, le dessous des bottes attribuées
au poulailler ainsi que I’environnement souillé a ’entrée extérieure du batiment
représentent les sources les plus importantes de la bactérie (45, 65, 81). La voie féco-
orale est privilégiée pour la transmission de la bactérie et autant 1’eau, la nourriture,
que les insectes et 1’équipement contaminés représentent des sources importantes de
contamination pour les volailles. Les oiseaux représenteraient alors des amplificateurs
et des excréteurs du microorganisme pour leurs congéneres. Méme si Craven et coll.
rapportaient qu’ils n’étaient pas parvenus a isoler C. perfringens de la moulée destinée
aux oiseaux dans les différents élevages échantillonnés, la ration servie aux poulets
semble étre régulierement contaminée par la bactérie (65). Dans deux études distinctes
réalisées par Henry et coll. et par Kohler, ce serait environ 10% des échantillons de
moulée analysés qui seraient déja positifs pour C. perfringens, avant méme d’étre
consommés par les oiseaux (45). Puisque les spores de Clostridium peuvent tolérer des
températures aussi €levées que 100°C pour plus de deux heures, méme les procédés de
cubage et d’extrusion des grains utilisés dans la fabrication de la moulée ne
parviennent pas a détruire ces spores, les températures et temps de chauffage étant
largement insuffisants. La litiére représenterait aussi une source considérable de
contamination pour les oiseaux, ceux-ci étant reconnus pour consommer cette litiére,
méme lorsqu’elle est souillée. (82). Les épisodes d’entérite nécrotique clinique et sous-
clinique contribueraient non seulement a la survie de C. perfringens dans un

environnement donné, mais aussi a l’augmentation de la prévalence de souches
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pathogeénes de C. perfringens a ’intérieur d’un milieu affecté en exercant un effet

d’amplification (20).

2.2 Virulence de C. perfringens
2.2.1 Toxines et enzymes

Les membres du genre Clostridium sont reconnus pour causer une variété¢ de
maladies en sécrétant des toxines qui agissent localement, ou qui dans certains cas,
vont aussi étre absorbées afin d’emprunter la voie systémique. Le nombre de facteurs
de virulence reconnus ou présumés chez C. perfringens est aussi €élevé que diversifié,
et les manifestations cliniques associées a 1’infection prennent différentes formes chez
une variété d’especes animales(35). Au-dela de 17 exotoxines ont été identifiées a ce
jour chez C. perfringens, mais un r6le clair et définitif dans la pathogénie des maladies
n’a pas €té €tabli pour toutes ces toxines. Quatre toxines parmi cet éventail, soit les
toxines alpha, béta, epsilon et iota, sont depuis longtemps reconnues pour étre des
toxines majeures, et celles-ci servent a la classification des souches de C. perfringens
en toxinotypes. Ainsi, le type A est reconnu pour produire la toxine alpha. Le type B
produit quant a lui les toxines alpha, béta et epsilon (voir tableau 1). Seules les toxines
alpha et béta sont produites par les bactéries de type C, tandis que les toxines alpha et
epsilon sont associées au type D. La production des toxines alpha et iota caractérise le

type E (35). A I’exception des souches de type A reconnues pour faire partie de la flore
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digestive normale, les souches de type B a E sont moins communément rencontrées
dans I’intestin, sauf lors de cas de maladie (35). Le portage du géne codant pour
I’entérotoxine est aussi souvent ajouté a I’information relative au type et a été¢ reconnu
chez tous les types. La localisation de ce géne peut parfois étre plasmidique, parfois
chromosomale. A 1’exception de la toxine alpha et de certaines souches
entérotoxinogenes porteuses du géne cpe, les génes codant pour ces toxines majeures
sont retrouvés sur de gros plasmides ayant en commun une région centrale ou est
retrouvé le « transfer of clostridial plasmid locus (tcp) », nécessaire a la conjugaison de
ces plasmides (58). Avec les nombreuses études de caractérisations génétique et
moléculaire réalisées au cours des derniéres années, de nouvelles toxines ont été
identifiées, remettant en question le schéma actuellement utilisé pour la classification

des souches de C. perfringens (41).
2.2.1.1 La toxine alpha

La toxine alpha (CPA), aussi définie comme une zinc-métallo enzyme, est
produite par toutes les souches de C. perfringens (76). Elle est cytotoxique puisqu’elle
possede les fonctions d’une phospholipase C, d’une sphingomyé¢linase, d’une
lécithinase, en plus d’hydrolyser les phospholipides de la membrane de plusieurs
cellules dont les érythrocytes, les plaquettes, les leucocytes, les cellules endothéliales et
les cellules musculaires (83). Elle est donc hémolytique, nécrotique et donc
potentiellement létale. Elle est, entre autres, reconnue pour ses effets sur les cellules
eucaryotes chez lesquelles elle peut provoquer une activation de la cascade de ’acide

arachidonique ainsi que la synthese de protéine kinase K (76). Elle a, pendant plus de
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vingt ans, été considérée comme étant le principal facteur de virulence associé¢ au
développement de 1’entérite nécrotique chez la volaille, les cas d’entérite nécrotique
étant presqu’exclusivement associés a des souches de types A (52). De plus, chez des
oiseaux ayant présenté¢ un épisode d’entérite nécrotique, de hauts taux d’anticorps
envers cette toxine sont détectables (84). On supposait que par son action lécithinase,
elle hydrolysait la lécithine des membranes cellulaires, promouvant ainsi la
désorganisation tissulaire caractéristique observée lors d’entérite nécrotique (41, 52).
Les scientifiques se basaient aussi sur sa réputation de toxine majeure impliquée dans
la gangréne gazeuse, ainsi que sur les rares recherches effectuées sur le sujet (40, 85).
Les ¢léments laissant croire a son implication dans la maladie découlaient des résultats
de quelques ¢études d’infection expérimentale d’oiseaux (86). Ainsi, en infusant, soit
directement dans le duodénum ou soit par gavage, des bouillons de culture de C.
perfringens, ou tout simplement le surnageant contenant la toxine pure, les chercheurs
parvenaient a reproduire la maladie (87). Dans ce cas, les chercheurs ne tenaient pas
compte du fait que d’autres enzymes ou toxines présentes dans ces bouillons ou
surnageants pouvaient aussi se retrouver dans ’intestin des oiseaux inoculés, et ainsi
exercer leur action. L’immunisation d’oiseaux avec la toxine inactivée assurait une
protection compléete ou partielle de ces oiseaux face au développement de la maladie
(86), et des oiseaux récupérant d’un épisode d’entérite nécrotique présentaient aussi
des niveaux beaucoup plus élevés d’anticorps face a la toxine alpha que des oiseaux
n’ayant pas exprimé la maladie (84). Des études subséquentes ont par contre soulevé
plusieurs doutes quant au rdle de la toxine alpha (88). Entre autres, des études ont

démontré que les niveaux de toxine alpha produits par des souches virulentes ne
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différaient pas de ceux présentés par des souches avirulentes (89). Aussi, aucune
corrélation ne pouvait étre établie entre les quantités de toxine alpha produites et la
sévérité des Iésions observées lors d’infection expérimentale. La description
histologique de 1’évolution des lésions a pu démontrer que les changements
pathologiques retrouvés dans le stade initial de la maladie ne correspondaient pas aux
activités de lécithinase et de sphingomyélinase de la toxine. Finalement, c’est Keyburn
et coll. qui, par la construction d’un mutant de C. perfringens déficient pour le géne plc
codant pour la toxine alpha (CPA), ont prouvé hors de tout doute I’implication de
d’autres facteurs de virulence dans le développement de la maladie (87). Ce mutant,
lorsqu’utilis¢ dans un modele d’infection expérimentale, parvenait toujours a
reproduire 1’entérite nécrotique chez les oiseaux inoculés, et était associ¢ avec le
développement d’immunité protectrice (87, 88). De plus, Coursodon et coll. ont par la
suite démontré que I’intestin des oiseaux infectés avec ce mutant CPA contenait tout de
méme la toxine, celle-ci provenant probablement des souches résidentes de I’intestin.
La réaction inflammatoire marquée causée par la migration de granulocytes a travers la
paroi digestive jusque dans la lumiére intestinale est un signe caractéristique de
I’entérite nécrotique et contraste totalement avec ’absence de réaction inflammatoire
secondaire a I’action de la toxine alpha dans les cas de gangréne gazeuse (10). Ainsi, le
role de CPA dans le développement de 1’entérite nécrotique fut largement remis en
question. Cependant, puisque le surnageant de culture de C. perfringens était en
mesure de causer la maladie chez des oiseaux inoculés, il demeure 1égitime de croire
que d’autres facteurs de virulence pourraient étre sécrétés par la bactérie et ainsi

intervenir dans 1’apparition de la maladie.
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2.2.1.2 La toxine béta

Le portage du géne cpb codant pour la toxine béta est une caractéristique des
souches de C. perfringens appartenant aux types B et C. Quoique les souches de type C
peuvent étre retrouvées comme membre de la flore normale de certains animaux, il est
aussi rapporté que pour certains hotes, la bactérie n’est retrouvée que lors d’infections.
En présence d’un environnement intestinal favorable, la bactérie pourra se multiplier et
ainsi produire la toxine béta. Cette toxine est une protéine thermolabile et susceptible a
I’action de la trypsine et de la pepsine. Elle est responsable de la nécrose de plusieurs
muqueuses et possiblement de manifestations cliniques attribuables a ’infection du
systéme nerveux central chez les animaux domestiques. Le clonage et séquengage de la
toxine béta de C. perfringens a permis de démontrer que celle-ci posséde des
homologies avec les toxines alpha, gamma et la leucocidine de Staphylococcus aureus
(90). La toxine béta est portée sur de gros plasmides et des analyses par southern blot
et PCR confirment que seules les souches de type B et C sont porteuses du gene cpb
(35). Bien que les souches de type C soient reconnues pour toutes posséder les genes
plc et cpb, elles peuvent néanmoins étre porteuses de geénes codant pour d’autres
toxines telles que CPE, TpeL, PFO et CPB2. Chez les souches porteuses, le géne cpb
code pour une prototoxine de 336 acides aminés incluant une séquence signale de 27
acides aminés. Un clivage de cette courte s€quence au moment ou la toxine est sécrétée
par la bactérie résulte en la forme active de 35 kDa. Les souches de C. perfringens

appartenant aux types B et C sont reconnues pour causer des dysenteries, entérites et
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entérotoxémies chez plusieurs espeéces animales dont les espéces ovine, porcine et
équine. Chez I’humain, les souches de type C et donc la toxine béta, sont associées a
une entérite nécrosante, aussi connue sous le nom de Pigbel. Cette maladie, auparavant
endémique en Papouasie Nouvelle-Guinée, survient maintenant de maniére sporadique
a cet endroit, tout comme dans le sud-est de 1’Asie (90, 91). L’évolution clinique de
cette forme d’entérite nécrosante chez I’humain est généralement fulgurante et la mort
du patient est souvent constatée moins de 48 heures apres le début des symptomes. La
maladie est aussi plus fréquemment rapportée chez des personnes diabétiques. La
toxine béta semble, selon plusieurs évidences, tre le facteur de virulence prédominant
lors de ces infections, et les principaux facteurs de risque associés a 1’apparition de la
maladie sont une di¢te pauvre en protéines ainsi qu’une affection du pancréas. Des
souches mutantes déficientes pour le géne cpb, lorsqu’utilisées dans des modeles
d’infections expérimentales, ne parviennent pas a causer les signes cliniques typiques
observés lors d’infection chez la plupart des especes animales. Selon que la maladie se
manifeste sous sa forme sur-aigué, aigu€ ou chronique, la toxine sera responsable
d’une douleur et d’un gonflement intenses a I’abdomen, de dépression, de diarrhée
persistante a hémorragique, et de déshydratation, de détresse respiratoire, de signes
neurologiques et méme la mort (91). Chez les animaux comme chez 1’humain, les
signes cliniques associés a la toxine béta sont reliés aux dommages causés a I’intestin.
Ces dommages affectent principalement le jejunum et I’iléon et vont d’une entérite
fibrinonécrotique a une entérite nécrosante et hémorragique. La toxine béta agit en
formant des pores dans la membrane de différentes cellules, créant ainsi une sortie

massive d’ions potassium et I’entrée, a I'intérieur de la cellule, d’ions tels que le
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sodium, le calcium et le chlore. Cet échange d’ions, ainsi que les changements

osmotiques secondaires provoquent alors la lyse des cellules atteintes (91).

2.2.1.3 La toxine epsilon

Seules les souches appartenant aux groupes B et D sont porteuses du geéne etx
codant pour la toxine epsilon. Chez les animaux, les souches de type B sont associées a
la dysenterie des agneaux, une condition principalement rencontrée au Royaume-Uni,
tandis que les souches de type D causent plutét des entérites et entérotoxémies
d’importance économique mondiale, généralement chez le mouton et la chevre,
quoique les bovins peuvent aussi étre affectés. La toxine epsilon, codée par le géne etx,
est non seulement reconnue comme un facteur de virulence majeur pour ces deux
conditions, mais aussi comme une des toxines les plus puissantes produites par
Clostridium, apres les toxines causant le botulisme et le tétanos (92). Dans I’é¢tude de
Garcia et coll., il a d’ailleurs été démontré hors de tout doute, que la toxine epsilon
¢tait le facteur de virulence responsable de I’apparition des signes cliniques, des 1ésions
macroscopiques et microscopiques, ainsi que des mortalités observées chez les
animaux inoculés avec des souches de C. perfringens de type D (92). Epsilon fait partie
de la famille des toxines heptamériques béta formant des pores. Comme d’autres
toxines produites par Clostridium, elle possede, tel que son nom 1’indique, la capacité a
former des pores de forme heptamérique dans la membrane de lignées cellulaires
spécifiques (93). Les souches de C. perfringens de type D sont retrouvées

principalement dans I’environnement, c’est-a-dire le sol, la poussiere, la litiere. Méme
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si elles ne sont pas reconnues comme des habitants normaux du tractus intestinal, les
souches de type D peuvent étre retrouvées en faibles nombres (moins de 10* bactéries
par g de contenu intestinal) dans I’intestin d’animaux sains, principalement chez les
ruminants et plus spécifiquement les moutons (38). Chez cette espéce, la maladie est
associée principalement a des signes systémiques, comme de 1’cedéme pulmonaire et
cérébral, et dans de rares occasions, il y aura atteinte intestinale. On parle alors
d’entérotoxémie, puisque la toxine quitte I’intestin pour gagner la circulation sanguine
et aller créer les dommages ci-haut mentionnés a d’autres organes. A I’inverse, les
souches de type D provoquent chez les chévres des entérocolites séveres dues a
I’action locale d’epsilon (92). La toxine sera produite lors de multiplication rapide et
massive de la bactérie dans D’intestin. La maladie est aussi nommée « pulpy kidney
disease » ou maladie du rein pulpeux. Méme si certaines lignées cellulaires humaines
sont susceptibles a I’action de la toxine epsilon, les infections a C. perfringens type D
demeurent extrémement rares chez les humains et seuls deux cas d’entérite ont déja été

rapportes.

La toxine epsilon est produite par les souches de C. perfringens en phase
exponentielle de croissance et est d’abord libérée sous la forme d’une prototoxine
inactive de 32,9 kDa devant étre activée. Cette activation a lieu suite au clivage des 14
acides aminés du bout C-terminal, par ’action de diverses protéases telles que la
trypsine de 1’hote ou la A-protéase de C. perfringens. La toxine active provoque une
augmentation de la perméabilité de la muqueuse intestinale, permettant le passage de la
toxine dans le sang. Epsilon serait aussi responsable d’un ralentissement de la motilité

intestinale, augmentant ainsi I’exposition des cellules intestinales a la toxine. La toxine
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lie aussi facilement les cellules épithéliales des tubules rénaux et provoque congestion
et hémorragie de la médulla rénale en affectant I’endothélium des vaisseaux sanguins
présents. Au niveau du cerveau, la toxine affecte I’intégrité ainsi que la perméabilité de
la barriere sang-cerveau et lie spécifiquement certaines lignées cellulaires afin de
provoquer un cedéme périvasculaire et une nécrose subséquente du parenchyme
cérébral (92). Pour cette raison, la toxine epsilon est aussi qualifiée de neurotoxine. Le
rein, le cerveau ainsi que les poumons sont les organes les plus susceptibles a I’action
de la toxine epsilon. Son activité létale est cependant beaucoup plus puissante que celle
des autres toxines. Par exemple, epsilon posséde une activité 1étale 100 fois plus
puissante que celle de la toxine alpha de Clostridium septicum. Par contre, seules
quelques lignées cellulaires sont susceptibles a 1’action de la toxine epsilon, un
récepteur spécifique reconnaissant la forme active de la toxine étant présent chez ces
lignées. Chez ces cellules, la toxine provoque un gonflement de la cellule, jusqu’a sa
rupture. En effet, epsilon forme des pores dans la membrane cellulaire, permettant ainsi
la sortie d’ions potassium et I’entrée d’ions sodium et chlore de la cellule atteinte.
Quoique le mode d’action précis de la toxine reste a étre €lucidé, on sait qu’epsilon
provoque une augmentation de la perméabilité des cellules épithéliales et endothéliales,

entrainant leur mort (92).

C. perfringens est reconnu pour porter, le plus souvent, plus d’un gros
plasmide. C’est d’ailleurs sur ces plasmides que plusieurs des toxines produites par C.
perfringens sont retrouvées. La plupart des souches de type B sont porteuses d’un
plasmide de 65 kbp sur lequel est retrouvé le géne etx et un second plasmide, cette fois-

ci de 90 kbp, portant le geéne cpb codant pour la toxine béta. Deux plasmides sont
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réguliérement identifiés sur les souches de type D, celui de 65 kbp et un second, plus
petit, portant le géne de la toxine béta-2. Le transfert horizontal contribue quant a lui a
I’échange de ces plasmides entre différentes souches de C. perfringens et est donc en
partie responsable de la grande diversité et plasticité génétique observée chez ce

microorganisme (94).

2.2.1.4 La toxine iota

Iota, tout comme les toxines alpha, béta et epsilon, fait partie des quatre toxines
majeures produites par C. perfringens. La toxine iota est produite exclusivement par les
souches de type E, celles-ci représentant une faible proportion de la population des C.
perfringens. C’est en 1943 que la toxine iota fut décrite pour la premiere fois par
Bosworth. Toutefois, sa vraie nature n’a été révélée que 45 ans plus tard. A ce moment,
il a été possible de décrire la nature binaire de cette protéine. Deux polypeptides
distincts composent donc la toxine iota, soit la et Ib. Lorsque considérés seuls, ces
deux polypeptides ne possedent aucun effet toxique. Ce n’est que lorsqu’ils sont réunis
qu’iota peut exercer ses propriétés cytotoxique, dermonécrotique et létale. Ia, d’un
poids moléculaire de 47,5 kDa, est codée par le géne iap d’une longueur de 454 acides
aminés, et représente la composante enzymatique active ayant des propriétés
glycohydrolase et ribosyltransférase (95). La portion Ib posséde un poids moléculaire
de 71,5 kDa, est codée par le géne ibp d’une longueur de 875 acides aminés et joue
plutdt un réle associé¢ a ’attachement et a la translocation de la toxine a I’intérieur du

cytosol de la cellule hote (40, 96). Chez les souches de C. perfringens de type E, les
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genes codant pour les polypeptides Ia et Ib sont retrouvés, organisés sous forme
d’opéron, sur un gros plasmide. Les deux geénes sont séparés par 40 paires de bases et
seraient transcrits a partir d’'un seul promoteur situé en amont du géne iap. Le rdle
précis de la toxine iota dans la virulence des souches de C. perfringens de type E reste
encore a étre €lucidé, mais on suggere que cette toxine soit impliquée dans des
épisodes de diarrhée sporadiques chez des veaux et des agneaux ainsi que lors

d’épisodes d’entérotoxémie associés a la prise d’antibiotiques chez le lapin (40, 95).

2.2.1.5 La toxine béta-2

A I’origine, les chercheurs croyaient que la toxine béta-2 représentait un produit
de dégradation de la protéolyse de la toxine béta. Ce n’est que tout récemment, en
1997, que la toxine béta-2 fut purifiée et identifiée a partir d’une souche de C.
perfringens de type C isolée d’un porc atteint de la forme typique d’entérite nécrotique
hémorragique néonatale (97). La toxine béta-2 est une protéine de 28 kDa dont la
séquence en acides aminés ne présente aucune similarité avec celle de la toxine béta,
ou de toute autre toxine produite par C. perfringens. Le gene codant pour la toxine
béta-2 est retrouvé la plupart du temps sur un gros plasmide, laissant supposer un fort
potentiel de transfert du géne cpb2 entre diverses souches de C. perfringens. Dans une
¢tude réalisée par Parreira et coll., il a méme été démontré que le géne codant pour la
toxine béta-2 pouvait étre retrouvé sur deux plasmides distincts retrouvés chez une
méme souche de C. perfringens (59). Puisque plusieurs études rapportent une

association entre la présence du géne cpb2 et I’occurrence de maladies entériques chez
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diverses especes animales, telles que des cas d’entérite chez des porcelets, des cas de
typhlocolites chez le cheval, des cas d’entérotoxémie néonatale bovine, ou méme lors
de cas de toxi-infections alimentaires ou de diarrhées associées a la prise
d’antibiotiques chez 1’humain, certains chercheurs ont été tenté de supposer un tel role

pour cette toxine dans les cas d’entérite nécrotique (98-100).

Les souches de C. perfringens porteuses du géne cpb-2 sont identifices de
différentes sources. En effet, une forte proportion des souches isolées d’animaux
domestiques et sauvages, d’humains et méme de nourriture, du sol ou de boues usées
sont porteuses du geéne. Le portage de cpb2 par les souches de C. perfringens aviaires
varie selon les études. Dans une étude réalisée en Géorgie aux Etats-Unis, tout pres de
96% des souches étaient porteuses du gene, alors qu'une étude suédoise n’a pu détecter
le géne que chez 9% des souches. En Belgique, des chercheurs ont trouvé des
prévalences similaires variant entre 11% et 15% des souches porteuses du gene.
Finalement, dans une étude réalisée par Bueschel et coll., ¢’est un peu plus de 37% des
3270 souches analysées qui étaient porteuses du géne cpb2 (97). Dans toutes ces
études, la capacité de causer I’entérite nécrotique chez la volaille pour les différentes
souches de C. perfringens ne semblait pas étre corrélée avec la présence du gene
codant pour la toxine béta-2, le géne étant également distribué entre les souches
associées a des profils cliniques distincts (101). Chalmers et coll. ont méme rapporté
n’avoir identifié aucune souche de C. perfringens isolée d’oiseaux vivant un épisode
d’entérite nécrotique et porteuse de la toxine béta-2, ce qui vient supporter le fait que la
toxine ne représenterait pas un facteur de virulence essentiel au développement de la

maladie chez les oiseaux (72, 88, 102, 103). Il n’y a pour le moment que chez le porc
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ou la présence du geéne codant pour la toxine béta-2 semble étre fortement corrélée
avec la capacité de la souche a provoquer des maladies entériques (100). Ainsi, le géne
cpb2 a été retrouvé chez 85,8% des souches de C. perfringens associées a des cas
d’entérite chez I’espece porcine. Cette corrélation est encore plus forte lors de cas de
diarrhée néonatale chez le porcelet ou on a détecté le géne chez tout prés de 90,9% et
97,2% des souches de type A et C respectivement (97). Méme si les souches de C.
perfringens porteuses du géne cpb2 sont largement retrouvées, certains aspects les
différencient. Ainsi, les souches porteuses du gene se distinguent par leur distribution
géographique et par la présence de nombreux variants alléliques. Cette variabilité

influencerait méme leur capacité a produire la toxine (101, 104, 105).

2.2.1.6 L’entérotoxine

Bien qu’elle ne fasse pas partie des quatre toxines majeures utilisées pour la
classification des souches de C. perfringens en cinq principaux toxinotypes,
I’entérotoxine (CPE) représente tout de méme, du point de vue de la santé publique,
une des toxines les plus importantes produites par la bactérie (106). La présence de
souches de C. perfringens porteuses du géne cpe codant pour I’entérotoxine et
associées aux toxi-infections alimentaires chez 1’humain représente un risque
considérable pour la santé publique. Ces souches sont parmi les principales causes de
toxi-infections alimentaires dans les pays industrialisés (43, 107-109). En effet, dans
son rapport de surveillance émis en juin 2013, le CDC rapporte C. perfringens parmi

les quatre principaux agents étiologiques identifiés et impliqués lors d’épisodes de
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toxi-infections alimentaires. Parmi ces cas, la viande de volaille fut le plus souvent
associée aux épisodes de maladie. Selon les publications, C. perfringens se retrouve
fréquemment en téte de liste des agents responsables de toxi-infections alimentaires
(107). Bien que son importance pour la santé publique n’ait plus a étre démontrée,
plusieurs inconnues demeurent pour les souches entérotoxinogénes de C. perfringens.
En effet, les études rapportent que seule une faible proportion de la population de C.
perfringens, soit entre 1% et 5%, serait porteuse du gene codant pour I’entérotoxine
(43, 107, 110). De plus, la plupart sinon la totalit¢ de ces souches entérotoxinogenes
seraient déficientes pour le géne pfoA codant pour la toxine théta (ou perfringolysine)
et ¢étant responsable de la zone de lyse interne observée lors du phénomene de double
hémolyse associé a la croissance de la bactérie sur gélose sang. Compte tenu du fait
que les souches de C. perfringens sont généralement isolées sur la base de leur capacité
a produire cette double hémolyse sur gélose sang, les réservoirs, les routes de
transmission ainsi que les prévalences réelles de ces souches entérotoxinogénes

demeurent probablement mal connus ou sous-estimés (107, 111).

Alors que la plupart des toxines produites par C. perfringens sont codées par
des genes retrouvés sur de gros plasmides, le géne cpe peut étre localisé autant sur un
plasmide que sur le chromosome bactérien (110). Jusqu’a tout récemment, selon
qu’elles portent cpe sur un plasmide ou sur le chromosome, les souches de C.
perfringens étaient reconnues pour causer des conditions cliniques distinctes. Ainsi, les
¢épisodes de toxi-infections alimentaires étaient plutdt associés aux souches portant le
geéne sur leur chromosome, alors qu’on attribuait les cas de diarrhées sporadiques ou

\

secondaires a la prise d’antibiotiques aux souches présentant une localisation
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plasmidique pour cpe (110). Les souches portant le géne cpe sur leur chromosome ainsi
que leurs spores sont aussi associées a une plus grande résistance a plusieurs ¢léments
utilisés dans le traitement des produits de viande tels que la chaleur, le chlorure de
sodium, les variations du pH, ainsi que les nitrites, concordant ainsi avec leur
implication dans des cas de toxi-infections alimentaires (107, 111). La présence de C.
perfringens sur la viande de volaille ne semble cependant pas étre constante. Selon les
¢tudes, les taux de contamination varieraient de 84%, 94% jusqu’a 100% des carcasses
ou portions de carcasses analysées (65, 112, 113). Les études récentes visant a mieux
comprendre 1’épidémiologie des souches entérotoxinogenes de C. perfringens ont par
contre démontré qu’autant les souches porteuses du géne cpe sur leur chromosome que
celles le portant sur un plasmide pouvaient étre isolées de produits de viande. Des
souches possédant cpe sur un plasmide ont de plus été isolées dans pres de 30% des cas
de toxi-infection alimentaires survenus en Europe et au Japon (107, 110, 114-116).
Méme si l’intestin des animaux destinés a la consommation humaine est considéré
comme étant le réservoir principal pour les souches porteuses de I’entérotoxine et que
certaines études rapportent des prévalences de contamination allant jusqu’a 12% pour
certains produits de viande d’origine animale, !’isolement de ces souches
entérotoxinogenes a partir du tractus digestif des animaux demeure ardu peu importe la
technique d’isolement utilisée (43). Les quelques études de prévalences réalisées a
partir du tractus intestinal d’humains en santé ont permis d’isoler avec succes des
souches entérotoxinogenes de C. perfringens, permettant ainsi a certains chercheurs de

supposer que I’humain pourrait servir de réservoir et ainsi étre responsable de la
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contamination des produits de viande destinés a la consommation humaine lors de la

manipulation de ceux-ci (43, 107, 110).

Les chercheurs ont longtemps considéré I’entérotoxine comme étant la seule
toxine de C. perfringens a €tre produite pendant la phase de sporulation de la bactérie
et a étre libérée suite a la lyse de la cellule, toutes les autres toxines étant sécrétées par
la bactérie lors de la phase exponentielle de croissance (38, 117). Les travaux réalisés
par Paredes-Sabja et coll. ont cependant permis de démontrer une réalité semblable
pour la toxine TpeL (118). La synthése de I’entérotoxine et la sporulation de la bactérie
semblent étre des phénomenes étroitement liés puisque la seule mutation du gene
spo0A codant pour une protéine majeure dans la régulation de la sporulation vient du
méme coup arréter la sporulation et la synthése de [’entérotoxine. Lors de la
sporulation, la toxine est accumulée dans de larges corps d’inclusion paracrystallins a
I’intérieur de la cellule-mere. L’entérotoxine est un polypeptide de 319 acides aminés
et possédant un poids moléculaire de 35 kDa (108). Elle posséde deux domaines
fonctionnels. Un domaine C-terminal dépourvu d’activité cytotoxique, capable de lier
les protéines claudines 3 et 4 des jonctions serrées et permettant a la toxine d’étre
intégrée a la membrane plasmatique des cellules épithéliales intestinales et ainsi, par
I’entremise d’un changement de conformation. La formation de ce complexe ainsi que
son incorporation transmembranaire permettent une modulation temporaire et
réversible de 1’ouverture des jonctions serrées, modulant ainsi la perméabilité
intercellulaire. La toxine posséde aussi une activité cytotoxique, principalement médiée
par son domaine N-terminal et causant ultimement la destruction des cellules

¢épithéliales intestinales en provoquant 1’apparition de pores transmembranaires (108,
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109). On rapporte que I’action cytotoxique de la toxine permettrait a celle-ci, par
I’entremise de la destruction cellulaire, d’avoir accés aux protéines des jonctions

serrées afin d’en altérer la conformation (119, 120).

2.2.1.7 La toxine NetB

La toxine NetB est une toxine formant des pores et représente, selon les plus
récentes études, un élément important de la virulence des souches de C. perfringens
causant 1’entérite nécrotique (47, 56, 121). En effet, la toxine a été identifiée chez
plusieurs souches de C. perfringens provenant d’épisodes d’entérite nécrotique et est
maintenant reconnue comme un attribut de virulence important chez ces souches (86).
Cependant, NetB ne serait pas la seule responsable de 1’apparition d’entérite nécrotique
puisque des souches clairement associées a des épisodes cliniques de la maladie ont été
identifiées comme ne possédant pas le gene netB (44, 72). C’est I’équipe de Keyburn et
coll. qui fut la premicre a démontrer que la délétion ciblée du géne plc codant pour la
toxine alpha chez une souche de C. perfringens virulente n’affectait en rien la capacité
de cette souche a pouvoir provoquer la maladie (87). Ces mémes chercheurs ont aussi
¢été les premiers a démontrer I’existence de la toxine NetB chez une souche de C.
perfringens isolée d’un oiseau souffrant d’entérite nécrotique. Les auteurs ont aussi
démontré que la délétion du gene netB codant pour la toxine entrainait la perte de
virulence pour la souche mutante (56). La production de cette toxine par Clostridium
est sous la gouverne du systtme de régulation a deux composantes VirSR,

potentiellement dépendant du quorum-sensing. La toxine semble présenter une
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spécificité de cellules envers lesquelles elle exerce ses effets cytotoxiques, les cellules
LMH (Leghorn male hepatoma cell line) étant particuliérement sensibles a son action
(47). Ainsi, NetB est une toxine formant des pores d’environ 1,6 & 1,8 nm dans la
membrane cellulaire. Lors de I’analyse de la séquence en acides aminés, les auteurs ont
identifi¢ 30% et 38% d’homologie avec 1’alpha-hémolysine de Staphylococcus aureus
et la toxine béta de C. perfringens respectivement. Tout récemment, il a ét¢ démontré
que le géne netB était retrouvé sur un ilot de pathogénicit¢ (NELoc-1), a son tour porté
sur un gros plasmide, chez des souches virulentes de C. perfringens (58). Par contre,
autant les travaux de Keyburn et coll. que ceux de Lepp et coll. ont pu démontrer que
les souches isolées de cas cliniques d’entérite nécrotique ne possédaient pas toutes le
gene codant pour la toxine NetB, ni le plasmide portant I’ilot de pathogénicité 1
(NELoc-1) (57, 58). NetB contribuerait donc a la capacité de certaines souches de C.
perfringens a causer |’entérite nécrotique, mais ne serait pas |’unique facteur

responsable (41).

2.2.1.8 La toxine TpeL

Ce n’est que tout récemment que la toxine TpeL fut identifiée lorsque des
protéines retrouvées dans le surnageant d’une culture de C. perfringens ont été soumis
a une électrophorése et mises en contact avec le sérum d’oiseaux immuns pour
I’entérite nécrotique. En fractionnant par HPLC le surnageant d’une culture de C.
perfringens type C, des chercheurs ont identifi¢ un produit présentant un poids

moléculaire de 191 kDa ainsi qu’une activité létale envers des souris et les cellules
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Vero (118). Le gene tpel fut par la suite séquencé avec succes (122). Puisqu’elle
partage plusieurs caractéristiques communes avec les toxines appartenant a cette
famille, TpeL est classée dans la famille des « Large Clostridial Cytotoxins » (LCT),
une famille d’exotoxines dont les poids moléculaires varient de 250 a 308 kDa (123).
Avant la découverte de TpeL, ce groupe comportait cinq toxines, soit les toxines A
(TcdA) et B (TedB) de Clostridium difficile, les toxines hémorragique (TcsH) et 1étale
(TesL) de Clostridium sordellii ainsi que la toxine alpha (Tcna) de Clostridium novyi
(124). Ces cytotoxines sont des protéines a chaine unique et possédent trois domaines,
soit un domaine responsable de la liaison de la toxine a son récepteur, un domaine
responsable de la translocation de la toxine a I’intérieur du cytoplasme de la cellule-
cible, puis finalement, un domaine responsable de 1’activité enzymatique cytotoxique

reconnue pour les différentes toxines associées a ce groupe (124).

Initialement identifiée sur une souche de C. perfringens de type C, le gene tpel
a aussi été retrouvé chez des souches de C. perfringens appartenant a d’autres
toxinotypes. Plusieurs études ont été réalisées sur la distribution du geéne fpel chez
diverses populations de C. perfringens depuis sa découverte et ont identifi¢ le geéne
chez tout pres de 18% des souches de type A associées a des épisodes d’entérite
nécrotique, chez pres de 2% des souches isolées de viande de volaille au détail, puis
finalement chez 100% et 75% des souches de type B et C respectivement (72, 125-
127). Puisque I’entérite nécrotique est associée principalement aux souches de type A,
mais aussi dans une plus faible proportion aux souches de type C, Coursodon et coll.
ont évalué si la présence du gene tpeL sur des souches de C. perfringens pouvait jouer

un role dans la pathogénie de 1’entérite nécrotique (128). Les auteurs ont identifié¢ des
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l1ésions macroscopiques et microscopiques plus séveres chez les oiseaux inoculés avec
les souches de C. perfringens positives pour la présence de tpel lorsque comparés a
ceux inoculés avec des souches négatives pour la présence de ce geéne. De plus, la
présence de fpel a semblée étre associ¢e a ’apparition plus hative des signes cliniques
de la maladie tout comme une mortalité précoce chez ces oiseaux. Quant a eux,
Chalmers et coll. ont rapport¢ une présence variable du geéne fpel autant chez
différents clones de C. perfringens provenant de troupeaux affectés par 1‘entérite
nécrotique, que sur des souches semblant appartenir a une méme lignée clonale (72).
Le role précis de TpeL dans la pathogénie de 1’entérite nécrotique reste donc a étre

identifié.

2.2.2 Bactériocines et bactériophages

Les bactériocines sont des protéines ou des peptides de faible poids moléculaire
et possédant des propriétés antimicrobiennes pouvant étre soit bactériostatiques, soit
bactéricides. Leur production a été observée autant chez des espéces bactériennes a
Gram positif dont Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus,
Pediococcus, que chez des bactéries a Gram négatif telles qu’Escherichia coli,
Shigella, Serratia, Klebsiella et Pseudomonas (129). Méme si certaines bactériocines
sont reconnues pour avoir un large spectre d’action, ces molécules n’expriment en
général leur pouvoir antimicrobien qu’envers des bactéries étroitement relies et
appartenant généralement a la méme espece bactérienne que celle des bactéries

productrices de la substance (129, 130). La structure ainsi que le poids moléculaire de
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ces composés antimicrobiens servent de base pour leur classement en quatre catégories
distinctes allant de I a IV et regroupant respectivement les lantibiotics ou peptides
thermostables d’un poids moléculaire inférieur a SkDa, les non-lantibiotics ou peptides
thermostables dont le poids moléculaire est inférieur a 10kDa, les bactériocines de
poids moléculaire supérieur a 30kDa et instables a la chaleur, puis les molécules
thermostables dont la présence d’une portion lipidique ou d’hydrates de carbone est
essentielle a leur activité (129). Divers modes d’action ont jusqu’a présent été¢ décrits
pour les différentes classes de bactériocines, et se traduisent par la liaison a des
molécules cibles interférant avec la synthése de la paroi cellulaire bactérienne, par
I’insertion dans la membrane cellulaire bactérienne causant la formation de pore, ou
méme entrainant une perméabilisation et une dépolarisation responsables de la mort
cellulaire. Plusieurs facteurs influenceraient 1’activité antimicrobienne des
bactériocines, ces facteurs incluant la dose, le niveau de pureté, I’état physiologique de

I’hdte, ainsi que des facteurs environnementaux (130).

La production de bactériocines par C. perfringens a été rapportée il y a de ¢a
plusieurs années déja, mais depuis, trés peu de travaux se sont intéressés a mieux
identifier et caractériser les diverses molécules produites par la bactérie, mise a part le
fait que certaines souches de C. perfringens présentaient un avantage compétitif pour
croitre et inhiber la croissance de souches de la méme espece (71, 131-133) (134, 135).
Higa et coll. ont démontré quune méme souche de C. perfringens pouvait produire
plus d’une bactériocine, et que chacun de ces peptides présentait un spectre d’action
différent (133). Watson et coll. ont aussi rapporté des résultats semblables, mais pour

des souches entérotoxinogenes de C. perfringens (136). D’autres especes bactériennes
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ont aussi été reconnues pour produire des bactériocines capables d’inhiber C.
perfringens . Carnobacterium divergens, Lactococcus lactis, Bacillus spp.,
Enterococcus  faecalis, Pediococcus acidolactici, Pediococcus pentosaceus et
Ruminococcus gnavus (137). En conditions in vivo, certaines bactériocines ont montré
des effets positifs sur les performances de croissance lorsqu’utilisées comme additif
alimentaire chez des oiseaux infectés par C. perfringens et soumis a des di¢tes riches
en blé, en orge ou en farine de poisson (137). Ces bactériocines agiraient possiblement
en inhibant la croissance de C. perfringens. Une étude récente réalisée par Timbermont
et coll. rapporte des informations semblables, ou une culture de la souche de C.
perfringens pouvait inhiber la croissance de plus de 41 isolats de la méme espece
bactérienne sur 50 testés, tandis que le surnageant et les bactériocines purifiées de cette
culture ne montraient une activité inhibitrice qu’envers un nombre réduit de souches
(15/50). De plus, la mise en évidence d’une nouvelle bactériocine représentant
potentiellement un facteur de virulence additionnel associ¢ aux souches de C.
perfringens causant 1’entérite nécrotique a été rapportée (131). La Perfrin, un peptide
de 11,5 kDa associé a la portion C-terminal d’une nouvelle protéine de 23 kDa ne
présentant aucune homologie avec des bactériocines actuellement connues, a été mis en
évidence chez des souches de C. perfringens et s’est révélée capable d’induire
I’entérite nécrotique chez des poulets (131). Le géne perfrin, associé a la production de
cette bactériocine, a été identifié chez 9 isolats de C. perfringens isolés de cas cliniques
d’entérite nécrotique et aussi porteurs du géne codant pour la toxine NetB, ainsi que
sur un isolat porteur de netB mais provenant d’un oiseau sain. A ’opposé, aucune des

45 souches isolées de diverses origines telles que de vaches, de moutons, de porcs ainsi
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que d’humains n’a été trouvée positive pour la présence du geéne perfrin. Puisqu’il a été
démontré que certaines souches de C. perfringens causant I’entérite nécrotique étaient
capables, lors d’épisodes de la maladie, de sécréter des facteurs inhibant la croissance
de souches de la bactérie faisant partie de la flore intestinale normale, la Perfrin
pourrait faire partie des facteurs fournissant un avantage compétitif aux souches

virulentes afin de causer la maladie (132).

Tout comme la production de bactériocines par certaines souches de C.
perfringens, la capacité lysogénique d’isolats appartenant a cette espeéce a aussi €té
reconnue dans des travaux effectués il y a plusieurs années (135). Les bactériophages
sont des virus qui par leur réplication a I’intérieur des cellules bactériennes ainsi que la
production d’enzymes lytiques, vont entrainer la lyse bactérienne (137). Ils ont pour la
premicre fois ¢ét¢ rapportés en 1915 par Fredrick William Twort (138). Les
bactériophages ont longtemps été utilisés comme thérapie antibactérienne, puis sont
tombés pratiquement dans 1’oubli apreés la Seconde Guerre mondiale suite a 1’arrivée
des antibiotiques. Les bactériophages ont alors été principalement considérés pour des
fins de recherche (139, 140). La majorité des bactériophages sont formés d’un génome
a ADN linéaire double brin d’une taille variant entre 11 et 500 kb. Des études
suggérent qu’une importante diversité génomique existerait méme entre des
bactériophages étroitement reliés tels que certains bactériophages de C. perfringens
(139). La variabilité de séquences des geénes codant entre autres pour les endolysines
associées a la fonction lytique des bactériophages serait en partie responsable du
spectre d’action étroit de certains bactériophages envers des isolats bactériens

spécifiques (139). Ceci expliquerait possiblement aussi la résistance d’autres isolats
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face a un méme bactériophage, la résistance étant un phénoméne largement observé,
méme dans des conditions expérimentales (135, 138). Jusqu’a aujourd’hui, les résultats
de séquencage de 12 phages de C. perfringens ont été publiés, la taille du génome de
ces phages variant de 16,75 kb a 39,59 kb (141). La plupart des études publiées sur le
sujet se sont intéressées a I’activité lytique de ces bactériophages, ou de leurs enzymes
lytiques en conditions in vivo (138, 142, 143). Chez les volailles, trés peu d’études sont
disponibles quant a I’effet d’une thérapie a base de phage sur les maladies associées a
C. perfringens, dont I’entérite nécrotique (137, 144, 145). Une étude rapporte un effet
bénéfique de la thérapie phagique sur le gain de poids, sur la conversion alimentaire
ainsi que sur le taux de mortalité chez des poulets infectés simultanément avec Eimeria
maxima et C. perfringens (146). Dans une seconde étude en conditions expérimentales,
I’administration de bactériophages a des poulets de chair a été associée a une
amélioration de I’efficacité alimentaire dans les 14 premiers jours d’¢élevage ainsi qu’a
un développement hépatique plus marqué, potentiellement reli€é a une fonction
immunitaire bonifiée. L’analyse des excréta des groupes traités avec des
bactériophages a aussi révélé une augmentation des comptes de Lactobacillus, ainsi

qu’une diminution du nombre d’Escherichia coli et de Salmonella (147).

2.2.3 Plasmides

Le pouvoir pathogeéne de C. perfringens est largement attribuable a sa capacité
remarquable a produire un éventail de toxines puissantes (148). En plus des quelques

genes de virulence associés a des toxines que 1’on retrouve sur le chromosome
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bactérien de C. perfringens, de larges plasmides renfermant des génes spécifiquement
associés a certaines toxines chez des isolats de C. perfringens sont aussi reconnus pour
leur contribution a la virulence de ce microorganisme (141). Identifiés il y a pres de 30
ans, il est maintenant clairement établi qu’un vaste pool de plasmides serait maintenu
au sein de la population de C. perfringens, et que ces plasmides pourraient étre
échangés d’une souche bactérienne a une autre par conjugaison. Les plasmides de C.
perfringens sont reconnus pour porter les génes codant pour les toxines béta2, béta,
epsilon, iota, TpelL, NetB et quelques fois CPE. La taille de ces plasmides varie
d’environ 45 kb a 140 kb et le nombre de copies de chacun de ces plasmides est
généralement tres faible chez un méme isolat bactérien (149). Jusqu’a aujourd’hui,
quelques uns des plasmides contenant les génes cpb2, etx, cpe, netB, ia et codant pour
la résistance a la tétracycline ont ét¢ completement séquencés (125, 127, 150-152). On
rapporte que plus de 3 plasmides différents peuvent étre a la fois portés par une méme
souche de C. perfringens, et que les génes de jusqu’a trois toxines différentes peuvent
étre localisés sur un méme plasmide. Plusieurs de ces plasmides semblent étre
étroitement reliés, suggérant une origine commune. En effet, en comparant le degré
d’homologie des différentes séquences associées a chacun de ces plasmides, certains
chercheurs supposent que pratiquement tous les plasmides actuellement séquencés
seraient le résultat de 1I’évolution de deux plasmides ancestraux, soit pCPF5603 et
pCPF4969. 11 est suggéré que ceci pourrait avoir un impact sur la capacité d’une
souche de C. perfringens a porter une combinaison spécifique de plasmides, ainsi qu’a
la possibilité pour un méme plasmide de porter des combinaisons précises de genes

codant pour des toxines. De plus, pour la majorité sinon la totalit¢ de ces plasmides,
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ainsi que pour certains plasmides associés a un phénotype de résistance aux
antibiotiques chez C. perfringens, une région d’environ 35 kb renfermant un locus de
conjugaison (Tn9/6) nommé tcp ou « transfer of clostridial plasmids » et formée de 11
genes est retrouvée, et semble présenter une séquence hautement conservée. Ces
caractéristiques assureraient ainsi un transfert hautement efficace de ces plasmides, et

conféreraient a C. perfringens une plasticité et une adaptabilité notables (149, 153).

Les résultats de séquengage de plusieurs souches de C. perfringens ont
démontré que le matériel génétique essentiel a la biosynthése de plusieurs acides
aminés ¢était absent chez la bactérie. C. perfringens doit donc avoir recours a un
systéme de régulation bien structuré de 1’expression des genes codant pour des toxines
afin de s’assurer de produire les toxines et enzymes lui permettant d’obtenir les
nutriments provenant de la dégradation des tissus de son hote essentiels a sa croissance
(154). Deux systemes de transduction a deux composantes sont reconnus chez C.
perfringens afin de réguler I’expression de geénes de virulence en réponse a la présence
de stimuli environnementaux. Le systeme de régulation a 2 composantes VirS/VirR
initialement associé a la régulation de génes codant pour des toxines et retrouvés sur le
chromosome de la bactérie serait impliqué dans la production de toxines. Plus
récemment, des chercheurs ont démontré que ce systéme était aussi impliqué dans la
régulation de certains genes retrouvés sur des plasmides et codant pour des toxines
comme c’est le cas pour netB et cpb. De plus, le contact étroit entre la bactérie et
certaines lignées cellulaires serait associ¢ a une production accrue de toxine, ou une
régulation positive du systeme VirS/VirR serait impliquée, contribuant ainsi a la

pathogénicité de la bactérie (148, 155, 156). Ce systeme ne semble cependant pas
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essentiel pour I’expression des geénes plasmidiques codant pour toutes les toxines,
puisque des souches mutantes de C. perfringens pour le systetme VirS/VirR étaient
toujours capables de produire des quantités normales de la toxine epsilon (157). VirS
est une histidine kinase située dans la membrane cellulaire bactérienne qui servirait de
senseur a la surface de la bactérie et qui aurait pour rdle, en s’autophosphorylant,
d’indiquer a VirR, le régulateur interne, qu’il est opportun d’augmenter la production
de toxines lorsque les conditions environnementales sont favorables (148). La densité
de la population bactérienne peut étre un de ces facteurs qui influence positivement la
production de toxines et agirait en libérant des molécules extracellulaires, appelées
« auto-inducteurs », qui lieraient des récepteurs tels que I’histidine kinase (VirS). Ce
phénomene est appelé « quorum sensing » (154, 158). Le systéme agr (pour accessory
gene regulator) semble aussi jouer un role important dans le phénomene de « quorum
sensing » chez C. perfringens. En effet, le systtme agr serait impliqué dans la
régulation de D’expression de génes de virulence se retrouvant autant sur le
chromosome bactérien que sur des plasmides (154). Une certaine variabilité existerait
cependant entre diverses souches de C. perfringens quant a ’importance du systéme
agr dans la régulation de geénes codant pour une méme toxine, la raison de cette
différence restant a é&tre élucidée (154). Finalement, ce méme systéme agr
interviendrait aussi lors de contact étroit entre C. perfringens et les cellules de son hote

afin d’augmenter I’expression de génes codant pour diverses toxines (148, 155, 157).

2.2.4 L’adhésion bactérienne, le pilus de type IV et la motilité
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C. perfringens est un habitant normal de la flore digestive commensale des
humains et des animaux (20). Méme si la bactérie est présente en grand nombre dans le
tube digestif, les comptes pouvant atteindre 10* ufc par g de contenu intestinal, C.
perfringens n’est pas reconnu pour adhérer a I’épithélium intestinal sain de son hote
(35). Cependant, des études suggerent que lors d’entérite nécrotique chez la volaille,
une importante couche de bactéries a Gram positif recouvrirait la surface épithéliale
intestinale, ainsi que les villosités intestinales nécrotiques, laissant supposer que les
souches virulentes de C. perfringens présenteraient un avantage compétitif par rapport
aux souches commensales sur cet aspect (37, 159). Pour plusieurs bactéries
entéropathogenes, la capacité d’adhérer a la muqueuse intestinale représente une étape
cruciale dans 1’établissement de l’infection (160). Pour C. perfringens, il a été
démontré que certaines souches possédaient des propriétés d’adhésion supérieures, di
au fait qu’elles produisaient des protéines liant le collagene de type I (type I collagen
binding protein ou CpCna), ainsi que la fibronectine (fibronectin binding protein ou
FbpA et FbpB), des glycoprotéines constituants la matrice extracellulaire des cellules
intestinales. Cette caractéristique jouerait un role important dans I’établissement d’une
entérite en favorisant ’adhésion de la bactérie (104, 161, 162). C. perfringens exerce
son action pathogéne en sécrétant de puissantes toxines. Cette libération de toxines
nécessiterait 1’adhésion préalable de la bactérie a des tissus endommagés reconnus
pour étre riches en collagéne et en fibronectine (163). Dans une étude comparant la
capacit¢ d’adhésion de 16 souches de C. perfringens a plus de 9 molécules de la
matrice extracellulaire de lignées cellulaires épithéliales intestinales Caco-2, Martin

and Smyth ont démontré qu’il existait, pour certaines souches, indépendamment de
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leur capacité¢ a causer I’entérite nécrotique, une habileté supérieure a lier certaines
molécules de la matrice extracellulaire. Cependant, les souches virulentes associées a
des cas d’entérite nécrotique ont montré une capacité supérieure a lier ces molécules
telles que les collagénes de type I, III, IV et V, le fibrinogéne, la laminine et la
vitronectine. Cette particularité pourrait favoriser les souches virulentes au détriment
des souches non-pathogeénes, en leur permettant d’adhérer préférentiellement a la
membrane basale des cellules intestinales, endroit riche en collagéne de type IV
devenant exposé lors de dommages intestinaux causés par des facteurs prédisposant a

I’entérite nécrotique (37, 45, 164).

C. perfringens a longtemps ¢été considéré comme une bactérie non-motile
puisque contrairement aux autres clostridies, aucun matériel génétique codant pour des
protéines flagellaires ou pour des molécules impliquées dans un quelconque
phénoméne de chimiotactisme n’avait été identifié¢ lors du séquengage de souches
appartenant a 1’espéce (36, 165). La motilité est une propriété utilisée autant par des
bactéries non-pathogenes que pathogenes pour différents objectifs, tels que coloniser
de nouveaux environnements, acquérir des nutriments, ou méme pour former des
structures complexes comme des biofilms (166). Alors que le déplacement des
bactéries dans des milieux liquides requiert généralement la présence de flagelle, le
mouvement de ces bactéries ou leur association a des surfaces solides nécessitent
’utilisation de mécanismes divers tels que le « swarming », ressemblant a la formation
de nuages et généralement associé¢ a la présence d’un flagelle, le « twitching », un
mouvement saccadé et intermittent faisant appel a la présence du pilus de type IV, puis

finalement le « gliding », une forme de motilité s’effectuant par glissement et faisant
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aussi intervenir le pilus de type IV chez certaines espéces bactériennes (167). Le pilus
de type IV est en fait de longs filaments flexibles qui font protrusion a la surface
cellulaire bactérienne. Il joue non seulement un rdle dans les phénomenes de
« twitching » et de « gliding motility», mais interviendrait aussi dans 1’établissement
d’un contact étroit entre la bactérie et une surface hote, dans I’absorption de
bactériophages, ainsi que dans 1’acquisition d’ADN, dans 1’activation de la réponse
cellulaire de 1’hdte, dans les phénomeénes de cytotoxicité, tout comme dans la
formation de biofilm (166, 168, 169). Ce n’est que tout récemment qu’un phénomene
inhabituel de «social gliding motility » a été observé chez certaines souches de C.
perfringens cultivées sur milieux solides. Des analyses par microscopie €lectronique
ont alors démontré que ce phénoméne serait attribuable a la présence de pilus de type
IV a la surface de ces bactéries et subséquemment, plusieurs génes associés a la
synthese ainsi qu’a la fonction du pilus de type 1V tels que pild, pilB, pilC, pilD et pilT
ont aussi été identifiés. La construction de mutants pour certains de ces genes dont pilT
et pilC a révélé que ceux-ci étaient essentiels a la synthése et fonction du pilus (42).
Contrairement a d’autres bactéries pathogenes, plusieurs des genes associés a la
biosynthese et au fonctionnement du pilus de type IV restent a étre identifiés et leur
fonction précise a étre définie quant a 'implication du pilus dans le phénoméne de
« social gliding motility » pour C. perfringens (170). Cependant, tout porte a croire que
le pilus de type IV serait un facteur de virulence ayant été, jusqu’a aujourd’hui, sous-
estimé chez Clostridium, puisque des geénes codant pour plusieurs structures associées
au pilus de type IV ont été identifiés chez les neufs especes de Clostridium pour

lesquelles le séquengage du génome a été effectué (42). Une étude menée par Mendez



55

et coll. a montré que la totalit¢ des 17 souches pathogénes de C. perfringens de
diverses origines et milieux d’isolement présentaient un comportement de « social
gliding motility », suggérant que cette propriété serait une caractéristique intrinséque a
des souches ayant un pouvoir pathogene. Cette capacité des souches a exprimer le
phénotype de motilité serait influencée par des facteurs environnementaux encore
largement inconnus. Dans 1’étude menée par Mendez et coll., différents sucres simples
tels que le glucose, le fructose, le lactose, le sucrose et le galactose, lorsqu’ajoutés au
milieu de culture, avaient un effet répresseur sur le phénoméne de « social gliding
motility ». Ce phénotype serait attribuable a la répression des geénes pilT et pilC ainsi
qu’au role répressif de la protéine CcpA (carbone catabolite protein A) sur les genes

associés au phénomene de «social gliding motility » (166).

Le contact étroit avec les cellules de 1’hote comme é¢élément déclencheur
provoquant la régulation positive de genes associés a la virulence est un phénoméne
qui a été documenté pour d’autres bactéries pathogenes telles que Salmonella et
Escherichia coli. Des études in vitro récentes rapportent que pour C. perfringens,
I’établissement d’un contact étroit entre la bactérie et des cultures cellulaires d’origine
humaine, de chien et de rat serait responsable d’une production accrue de toxines
extracellulaires, phénoméne qui n’est pas observé pour des cultures bactériennes en
milieu liquide (148). Les raisons expliquant ceci, et les mécanismes moléculaires a
I’origine de ces observations restent cependant a étre ¢lucidés. L’hypothese la plus
plausible serait que le contact étroit entre la bactérie et des facteurs spécifiques

localisés a la surface des cellules de son hote provoquerait 1’activation de la cascade de



56

signalement impliquant les systémes a deux composantes Agr et VirS / VirR (148, 155,

156, 171).

2.3 Principaux facteurs de risque associés a I’entérite nécrotique

Suite au retrait complet des promoteurs de croissance dans 1’alimentation des
volailles pour différents pays de 1I’Union Européenne en 2006, il y a eu une
augmentation marquée de 1’incidence des cas d’entérite nécrotique dans les troupeaux
de poulets de chair (22, 37). En s’inspirant de cas cliniques rapportés sur le terrain ainsi
que des infections a C. perfringens reproduites en conditions expérimentales, les
chercheurs ont pu identifier des facteurs favorisant I’apparition de la maladie. Alors
que certains sont reconnus pour étre essentiels lorsque vient le temps de reproduire
I’entérite nécrotique, d’autres semblent plutdt influencer la sévérité des signes
cliniques et 1ésions observés. Puisque plusieurs de ces facteurs de risque sont reliés de
prés ou de loin a une modification de I’environnement intestinal, il est bien de se
rappeler que C. perfringens est auxotrophe pour treize acides aminés essentiels a sa
croissance, la bactérie ne possédant pas le bagage génétique nécessaire a la synthese de
ces acides aminés (22). Ainsi, tout facteur créant un environnement favorable
entrainera une croissance extensive et anarchique de la bactérie ainsi, que la production
de toxines et enzymes provoquant les changements pathologiques que 1’on connait

(20).

2.3.1 Coccidiose
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La coccidiose est une maladie entérique parasitaire des volailles, causée par le
protozoaire Eimeria, membre de 1’ordre des Apicomplexes. Tout comme 1’entérite
nécrotique, la coccidiose est une maladie répandue chez la volaille, et est associé¢e a des
pertes financiéres majeures. On rapporte que mondialement, cette maladie colite a
I’industrie avicole plus de 800 millions de dollars annuellement, les cofts étant
principalement associés aux baisses de performances zootechniques, ainsi qu’a la
médication administrée en prophylaxie (172). Les pratiques d’¢élevage modernes telles
que le confinement et I’augmentation de la densité animale favorisent la transmission
et I’accumulation d’Eimeria dans les poulaillers (173, 174). On retrouve d’ailleurs ce
parasite partout dans I’environnement ou 1’on fait 1’¢levage des volailles. Sept especes
peuvent infecter les poulets, et selon 1’espece en cause, des régions distinctes de
I’intestin seront affectées (172). L’infection des poulets implique généralement plus
d’une espéce d’Eimeria a la fois, et la pathogénicité du parasite est souvent corrélée
avec l’espece en cause. Certaines especes telles que brunetti, maxima, necatrix et
tenella, sont associées a des lésions intestinales plus séveres, tandis que 1’impact
d’autres especes serait plutot d’affecter les performances zootechniques en altérant les

capacités digestives de ’intestin (41).

Les volailles se contaminent en ingérant des oocystes sporulés hautement
résistants aux conditions adverses de 1’environnement. Par les actions mécaniques et
chimiques de différentes composantes du tractus digestif, huit sporozoites, une forme
infectieuse mobile du parasite, sont libérés de 1’oocyste et s’attachent aux cellules
intestinales de 1’hote avant de les envahir. Un nombre limité de cycles de reproduction

asexuée aura lieu et entralnera la formation de mérozoites, une seconde forme
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infectieuse mobile associée a des dommages aux cellules épithéliales intestinales. Les
mérozoites évoluent ainsi jusqu’a I’atteinte d’un stade de reproduction sexué
aboutissant ultimement a la formation d’un oocyste. En faisant éclater la cellule
intestinale a D’intérieur de laquelle il se trouve, 1’oocyste sera expulsé¢ dans
I’environnement, par le biais des déjections des oiseaux. Les cycles répétés d’entrée et
de sortie des cellules intestinales effectués par les différents stades de développement
du parasite lors de sa réplication sont responsables de 1’altération de la fonction
digestive chez les oiseaux infectés. Les différentes manifestations de la maladie vont
d’une destruction locale de la muqueuse intestinale et des tissus sous-jacents pour les
cellules intestinales parasitées, jusqu’a des effets systémiques tels qu’une réduction du
gain de poids et de I’efficacité alimentaire, la perte de sang dans la lumiere intestinale
accompagnée d’une diarrhée hémorragique, un syndrome de choc et méme la mort (45,
175). La coccidiose clinique ou méme sous-clinique, par les modifications de
I’environnement intestinal qu’elle engendre, représente un des facteurs prédisposants
majeurs pour I’apparition d’entérite nécrotique (21). Dans plusieurs cas cliniques
rapportés sur le terrain, des lésions de coccidiose sont décrites juste avant ou au

moment méme ou il y a déclenchement d’un épisode d’entérite nécrotique (20, 176).

Plusieurs hypothéses sont avancées quant au rdle d’Eimeria comme facteur
prédisposant. Les stades asexués et sexués de son cycle de reproduction provoqueraient
une réaction inflammatoire. Ainsi, dans les travaux réalisés par Collier et coll.,
I’infection par Eimeria provoquait, a différents temps suite a I’infection, une
augmentation de la régulation des génes codant pour des cytokines inflammatoires,

telles que IL-4, IL-10, INFY', ainsi que du géne codant pour la synthése de mucine
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(78). Ce changement serait d’autant plus marqué chez les oiseaux co-infectés par
Eimeria et par C. perfringens. Chez les oiseaux infectés, le nombre de cellules a Goblet
retrouvées dans les villosités intestinales était augmenté, tout comme un ¢largissement
de la zone correspondant a I’accumulation de la mucine a I’intérieur des cellules a
Goblet était observable, autant dans les cryptes que dans les villosités intestinales de
I’iléon. Les auteurs ont aussi démontré que I’induction de cette mucogénése par
Eimeria était positivement corrélée avec une multiplication intestinale des bactéries
mucolytiques telles que C. perfringens, ce mucus servant alors de substrat pour la
croissance de la bactérie. Lors de la reproduction de la maladie en conditions
expérimentales, les oiseaux co-infectés par Eimeria vont généralement présenter des
Iésions intestinales plus séveres et des dénombrements de C. perfringens plus élevés
(20). La coccidiose pourrait aussi favoriser 1’apparition d’entérite nécrotique en
contribuant a la mise en place d’un environnement intestinal favorable a la
multiplication des souches de C. perfringens. Plusieurs facteurs sont impliqués dans ce
cas-ci. Les dommages causés a la muqueuse intestinale, principalement par les stades
sexués de développement du parasite, entrainent une augmentation de sa perméabilité
et une fuite des protéines plasmatiques a 'intérieur de la lumiére intestinale. Des
études rapportent aussi que lors de coccidiose, on observe une altération généralisée de
la digestion des protéines par I’intestin. C. perfringens étant dépendant d’un apport
externe pour treize des acides aminés essentiels a son métabolisme, ces protéines lui
servent donc de substrat (22, 45). L’infection par certaines especes d’Eimeria est aussi
associée a une diminution du pH intestinal avec pour effet secondaire, un

ralentissement du transit digestif par modification de la perméabilit¢ de la membrane
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des cellules des muscles lisses. En conditions in vitro, une augmentation du pH est
associée a une diminution de la croissance de C. perfringens tandis qu’une
augmentation de I’acidité est corrélée avec une production de toxines plus marquée par
la bactérie (45). Puisque les dommages causés par Eimeria affectent aussi la bordure
en brosse des cellules intestinales, une réduction de I’activité d’enzymes digestives est
observée. Une augmentation du temps de transit intestinal ainsi qu’une diminution de
I’activité enzymatique digestive sont aussi corrélée avec une augmentation du temps et

de la quantité de nutriments servant a la multiplication des souches de C. perfringens.

Afin de contrer les effets négatifs de la maladie, les anticoccidiens sont inclus
en prophylaxie dans la formulation des dietes destinées aux poulets de chair depuis
plus de 60 ans (177). Ces additifs alimentaires ont largement contribu¢ a 1’expansion
de [Dindustrie avicole. On distingue deux catégories d’anticoccidiens, soit les
chimiques, qui agissent directement sur le métabolisme du parasite et causent ainsi sa
mort, soit les composés ionophores, qui vont plutdt agir sur le transport d’ions et
entrainer une rupture de la balance osmotique, provoquant la rupture du parasite par
accumulation d’eau. C’est aussi par ce méme mode d’action que les ionophores
exercent leur action antibactérienne sur plusieurs bactéries a Gram positif dont C.
perfringens (45). Avec I’augmentation grandissante de souches d’Eimeria résistantes
envers les deux classes d’anticoccidiens, la gestion de la coccidiose doit faire partie
intégrante de la régie d’élevage moderne d’un éleveur de volailles (178-180). De plus,
avec les préoccupations grandissantes des gouvernements et consommateurs face a la
possibilité de la présence de résidus dans la viande de volaille, plusieurs demandent le

bannissement de 1’utilisation de ces additifs dans 1’alimentation des volailles, tout
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comme c’est le cas pour les promoteurs de croissance (181). Pour le moment,
’utilisation des différents produits disponibles en rotation ou en combinaison permet
de prolonger la durée de vie des anticoccidiens (173). D’autres moyens de controle tels
que des vaccins a base d’oocystes vivants sont aussi disponibles commercialement,
quoique leur utilisation n’est pour le moment pas largement répandue dans le secteur
de I’¢levage de poulets de chair. Le manque de données scientifiques quant au réle que
pourraient jouer ces oocystes vivants dans 1’apparition d’épisodes d’entérite nécrotique
est en partie responsable de cet usage limité (45). En effet, puisque 1’application de ces
vaccins empéche 1’utilisation d’anticoccidiens, il n’est pas encore bien démontré si ces
oocystes vivants ne contribuent pas a ’exacerbation des Iésions d’entérite nécrotique

observées lors d’épisodes de maladie (22) (45, 172).

2.3.2 Composition de la diete

Différents éléments entrant dans la composition de la di¢te des volailles sont
reconnus pour favoriser la multiplication de C. perfringens, et donc la possible
apparition d’un épisode d’entérite nécrotique. Parmi ceux-ci, le type de céréales, la
présence de sous-produits d’origine animale, ainsi que certains oligo-éléments
semblent étre les plus influents. Différentes céréales peuvent étre utilisées dans
I’alimentation du bétail. En se basant sur des observations faites a partir de cas
cliniques d’entérite nécrotique rapportés en élevages, mais aussi d’essais commerciaux,
certaines de ces céréales prédisposeraient a la maladie. Ainsi, le blé, I’orge, le seigle et

I’avoine seraient les céréales dont le taux d’incorporation dans la moulée devrait étre
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contrdlé. Dans un modele d’infection expérimentale, des oiseaux nourris d’une dicte a
base de 1’'une ou I’autre de ces céréales présentaient, de facon significative, des 1ésions
d’entérite nécrotique plus séveres que les oiseaux alimentés d’une moulée faite de
mais. Les mortalités associées aux céréales riches en ces polysaccharides étaient aussi
deux fois plus élevées lorsque comparées a celles des groupes soumis a la dicte
majoritairement composée de mais (41, 45, 182). Il a aussi été démontré que certaines
de ces céréales, telles que le seigle, augmentait 1’adhésion de la bactérie a la muqueuse
intestinale. Leur effet s’explique par le fait que les céréales mentionnées ci-haut sont
riches en polysaccharides non-amidonées solubles dans 1’eau et faiblement digestibles,
tels que les B-glucans et les arabinoxylans. Une fois rendus dans [’intestin, ces
polysaccharides pauvrement digérés vont modifier I’environnement intestinal, entre
autres en interagissant avec des glycoprotéines de la surface épithéliale intestinale et
provoqueraient une augmentation de la production de mucine (41, 183). Puisque C.
perfringens posséde plus de 6 hydrolases capables de dégrader ces muco-
oligosaccharides, cette situation devient avantageuse pour la bactérie (41). Ainsi, on
observe comme conséquences une augmentation du temps de transit intestinal et une
augmentation de la viscosité du digesta permettant ultimement une prolifération accrue
de la bactérie (45). C’est ce qu’a démontré Craven en associant des comptes de C.
perfringens significativement plus élevés a I’intestin d’oiseaux alimentés d’une dicte a
base de seigle lorsque comparés aux oiseaux nourris de mais (184). En conditions in
vitro, il a ét¢ démontré que la croissance de C. perfringens était significativement
favorisée dans des milieux de culture contenant du blé ou de ’orge digérés, tandis que

I’augmentation de cette croissance n’était pas observée dans des milieux composés de
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mais (182). L’influence de la taille des particules retrouvées dans la moulée comme
facteur de risque pour le développement d’entérite nécrotique demeure quant a elle
controversée. En se basant sur la physiologie digestive normale d’un oiseau ou le
gésier a pour fonction de broyer les particules ingérées afin qu’elles aient une taille
uniforme au moment ou elles arrivent dans le petit intestin, la taille des particules
alimentaires ne devrait pas é&tre identifié¢e comme facteur de risque pour le
développement d’entérite nécrotique. Par contre, plusieurs études rapportent des
résultats divergents sur ce sujet. Alors que certains auteurs indiquent qu’une moulée de
type farine, lorsque comparée a une moulée cubée, serait associée a une plus grande
incidence d’entérite nécrotique, d’autres ne sont pas parvenus aux mémes résultats.
Méme situation quant au rdle que jouerait la taille des particules de blé. Riddell et
Kong n’ont pas identifi¢ de corrélation entre la taille des particules de blé et le taux de
mortalités associées a 1’entérite nécrotique, tout comme Engberg et coll. qui ont
conclut que la taille des particules alimentaires n’avait aucun impact sur les comptes de
C. perfringens (185, 186). A I’inverse, Branton et coll. ont plutét démontré qu’une
moulée texture, lorsque comparée a une moulée cubée, favorisait la croissance de C.
perfringens (187). Alors que certaines études ont démontré que le fait d’ajouter du blé
entier a la ration des oiseaux avait pour effet d’augmenter 1’incidence d’entérite
nécrotique et de coccidiose, d’autres ont conclut que I’ajout de ce méme type de blé
avait plutét comme effet de faire diminuer les comptes de C. perfringens dans I’intestin
(45, 188). Finalement, il est rapporté qu’une moulée contenant des particules de tailles
variables et inégales serait aussi associée a un risque augmenté d’entérite nécrotique

(22).
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Tout comme plusieurs autres facteurs, 1’inclusion de sous-produits d’origine
animale est positivement corrélée avec 1’apparition d’entérite nécrotique. Ces sous-
produits sont riches en protéines animales, certaines d’entre elles étant pauvrement
digestibles et représentent un substrat idéal pour la croissance d’une bactérie
auxotrophe comme C. perfringens. De hauts niveaux de protéines animales dans la
diete sont aussi corrélés avec une production augmentée d’alpha toxine dans 1’intestin
(22, 189, 190). Les farines de poissons sont particuliérement reconnues comme étant
un important facteur de risque. Drew et coll. ont d’ailleurs démontré que cette source
de protéines était positivement associée a une augmentation des comptes de C.
perfringens et des niveaux de toxine alpha au niveau de I’iléon et du caecum en plus
d’exacerber les manifestations de la maladie. En comparant la composition en acides
aminés, les farines de poissons présentaient des taux plus €levés pour la glycine et la
méthionine qu’une farine a base de soya (41, 191). Dahiya et coll. (189) en sont venus
a la méme conclusion puisqu’ils ont observé qu’en soumettant des oiseaux a une
alimentation contenant des concentrations croissantes de glycine, I’augmentation de la
population intestinale de C. perfringens était proportionnelle a 1’augmentation des
niveaux de glycine dans I’aliment (41, 189). A I’inverse, les hauts taux de glycine
présentaient un effet négatif sur les comptes de Lactobacillus retrouvées dans I’intestin
(189). Les dictes riches en protéines animales n’ont pas seulement un effet sur
I’intestin, mais font aussi augmenter le pH du gésier, favorisant la croissance de
Clostridium. La source de gras semble aussi représenter un facteur de risque important.

En effet, Knarreoborg et coll. ont soumis des oiseaux a différentes dictes. Une
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contenant une source de gras végétal, et I'autre contenant du gras animal, et pour
chacune d’entre elles, deux formulations étaient effectuées, soit avec ou sans
antibiotiques. Les résultats ont conclut que la présence de gras animal ou I’absence
d’antibiotiques avaient pour effet de faire augmenter les comptes de C. perfringens
dans I’intestin. De plus, les analyses statistiques ont démontré que 1’influence de ces
deux facteurs, lorsque combinés, était additive (75). En plus de ces effets sur C.
perfringens, la source de gras influence aussi la viscosité du digesta, le temps de transit

intestinal, et par conséquent, la fonction digestive du petit intestin (192).

Parmi les autres composantes de la ration des volailles, on retrouve des produits
riches en inhibiteurs de la trypsine. Puisque la trypsine joue un rdle important dans la
destruction des toxines de C. perfringens, les inhibiteurs de la trypsine sont
positivement associés a I’apparition d’entérite nécrotique. Dans ce cas-ci, la féeve soya
non-rotie, reconnue comme un puissant inhibiteur de la trypsine, contribue a

I’augmentation de la sévérité des 1ésions d’entérite nécrotique (35).

2.3.3 Immunosuppression

L’immunosuppression représente un facteur prédisposant important. Dans les
cas cliniques d’entérite nécrotique observés sur le terrain, différents éléments peuvent
provoquer une baisse de I'immunité. Des changements au niveau de la régie des
oiseaux tels que des variations subites de température ou de composition de la dicte,
une chaleur extréme, une dégradation de la qualité de la litiere, un manque de moulée

ou d’eau, et une densité animale élevée sont parmi les causes fréquentes rencontrées en
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¢levage et pouvant provoquer un stress suffisamment important chez les oiseaux pour
causer une immunosuppression (22). Des agents infectieux peuvent aussi étre
responsables d’une baisse de I’immunité. Certains virus tels que le virus de I’anémie
infectieuse du poussin, le virus de la maladie de Marek et celui de la maladie de
Gumboro sont tous rapportés comme favorisant 1’apparition d’entérite nécrotique (41,
45). Lors de la reproduction de I’entérite nécrotique a I’aide d’un modé¢le d’infection
expérimentale, les chercheurs ont principalement recours au vaccin contre la maladie
de Gumboro afin de provoquer I’immunosuppression, ce vaccin étant administré aux

oiseaux avant leur inoculation avec C. perfringens (41, 71, 176, 193).

Dans la littérature scientifique, trés peu d’attention a été accordée a la
différence de susceptibilit¢ des différentes races de volailles commercialement
disponibles face a I’entérite nécrotique. Dans une étude menée par Cheema et coll., la
comparaison des réponses immunitaires observées chez des oiseaux de race Ross 308
et chez des oiseaux d’une race présente dans les années 50, la Athens Canadian
Randombred Control a démontré que les oiseaux de race Ross 308 semblaient étre
issus d’une sélection génétique visant I’amélioration des performances de production,
au détriment de la branche adaptative de la réponse immunitaire. En contrepartie, les
races modernes bénéficieraient d’une réponse inflammatoire a médiation cellulaire
bonifiée (194). En soumettant trois races actuelles, Cobb, Ross et Hubbard, a une
infection expérimentale impliquant a la fois Eimeria maxima et C. perfringens, Jang et
coll. ont quant a eux évalué la capacité de ces oiseaux a réagir a une telle infection en
mesurant leur gain de poids, leurs scores lésionnels intestinaux, ainsi que leurs taux

d’immunoglobulines G dirigées contre la toxine alpha ainsi que la toxine NetB. D’un
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point de vue statistique, la race Cobb a semblé étre la plus affectée par I’infection
expérimentale, montrant la plus grande réduction dans le gain de poids, ainsi que le
score lésionnel le plus élevé. Toutes les races ont cependant montré le développement
d’une immunité face aux deux toxines évaluées, quoique les taux d’anticorps dirigés

contre NetB étaient supérieurs chez la race Cobb (195).

2.3.4 Dommages a la muqueuse intestinale

Les dommages a la muqueuse intestinale sont reconnus pour étre le facteur
prédisposant principal pour 1’apparition d’entérite nécrotique (20). Et puisqu’Eimeria,
le microorganisme responsable de la coccidiose aviaire, est ubiquitaire dans les
¢levages avicoles, les scientifiques définissent I’infection par Eimeria comme étant le
facteur de risque prédominant. Tel que mentionné précédemment, ce sont
principalement les formes mobiles du développement du parasite, qu’on appelle les
sporozoites et les mérozoites, ainsi que 1’oocyste, qui sont responsables des dommages
causés aux cellules intestinales. Les especes d’Eimeria telles qu’E. acervulina et E.
maxima, qui colonisent préférentiellement le petit intestin, sont particuliérement
reconnues pour prédisposer les oiseaux a I’entérite nécrotique (37). Les dommages
causés a la muqueuse intestinale agiraient de deux manieres, soit en favorisant un
meilleur attachement de C. perfringens, soit en étant responsables d’une augmentation

de la quantité de substrats disponibles pour la croissance de la bactérie (20, 22).
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2.3.5 Arrét des antimicrobiens promoteurs de croissance et des anticoccidiens

Dans les élevages intensifs, les antibiotiques sont ajoutés a des doses sous-
thérapeutiques a 1’alimentation du bétail afin d’améliorer le gain de poids et la
conversion alimentaire de ces animaux. De plus, ces antibiotiques utilisés a faible
doses auraient pour effet de réduire la morbidité et la mortalit¢ associées aux
manifestations sous-cliniques et cliniques de certains pathogenes bactériens tels que C.
perfringens (37). Ainsi, en contrdlant le nombre de bactéries au niveau intestinal, les
additifs augmenteraient la disponibilité des nutriments disponibles par 1’animal. Un
nombre réduit de bactéries intestinales signifie aussi une production diminuée de
toxines pouvant avoir des effets négatifs sur I’intégrité de la paroi digestive (10). Dans
une ¢tude réalisée par Knarreborg et coll., il a ét¢ démontré que les populations
intestinales de C. perfringens étaient sensiblement les mémes chez des oiseaux de sept
jours d’age, peu importe le traitement auquel ils étaient soumis. Par contre, la bactérie
a présenté une croissance significativement plus élevée dans I’intestin des oiseaux ne
consommant pas d’antibiotiques & mesure que ceux-ci vieillissaient (75). 1l a été
démontré dans quelques études que les anticoccidiens peuvent agir pour prévenir des

épisodes d’entérite nécrotique (37).

2.3.6 Souches de C. perfringens

A I’opposé des oiseaux sains qui vont présenter des comptes de C. perfringens
variant entre 0 et 10° ufc / g de contenu intestinal, ce sont plutét des comptes aux

alentours de 10°-10° ufc / g qui seront retrouvés dans I’intestin des oiseaux affectés
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d’entérite nécrotique (22). Cependant, des comptes élevés pour C. perfringens ne
signifient pas pour autant qu’un oiseau présente ou présentera un épisode d’entérite
nécrotique. En effet, quelques études publiées récemment montrent que ce ne seraient
pas toutes les souches de C. perfringens qui soient aptes a provoquer 1’entérite
nécrotique et que des facteurs spécifiques propres a certaines souches associées a la
maladie seraient en cause (22, 86). Avec l’augmentation de I’incidence des cas
d’entérite nécrotique suite au retrait des promoteurs de croissance dans plusieurs pays,
la communauté scientifique s’est largement questionnée quant a la pathogénie de
I’entérite nécrotique ainsi que sur les divers facteurs pouvant intervenir dans
I’apparition de la maladie. Puisque la majorité des cas cliniques de la maladie est
associée aux souches de type A, et dans quelques rares occasions a des souches de type
C, les scientifiques attribuaient la maladie a I’action de la toxine alpha (46). Les études
ont cependant démontré que d’autres facteurs, tels que la toxine NetB, interviendraient
dans I’apparition d’entérite nécrotique (56, 87). Par contre, dés I’identification de
NetB, certains auteurs ont retrouvé des souches capables de causer 1’entérite nécrotique
et déficientes pour le géne netB. En effet, seulement 77% des souches virulentes
possédaient le géne (56). Des études subséquentes ont révélé qu’entre 60% et 90% des
souches de C. perfringens isolées de cas cliniques d’entérite nécrotique possédaient le
gene codant pour la toxine (44, 47, 57, 72, 196). A T1’échelle mondiale, ce serait tout
pres de 70% des souches de C. perfringens qui seraient positives pour le gene (57).
Quoique la nouvelle toxine NetB semble étre largement retrouvée chez les isolats
associés a I’entérite nécrotique, et qu’elle soit identifiée comme une toxine majeure

dans le développement de la maladie, elle est absente de certaines souches pathogenes
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de C. perfringens isolées du contenu digestif ou mémes d’organes de poulets atteints
d’entérite nécrotique, comme rapporté dans différents travaux (44, 47, 56, 57, 72, 196,
197). De la méme manicre, entre 8% et 25% des souches de C. perfringens provenant
de troupeaux de poulets sains ou de troupeaux présentant des signes légers d’entérite
non-spécifique, étaient porteuses du gene codant pour la toxine (44, 196). Lepp et coll.
ont identifié positivement la présence du gene codant pour NetB chez seulement 60%
des souches provenant d’épisodes d’entérite nécrotique, tandis que 20% des souches
commensales isolées de la flore normale d’oiseaux sains étaient porteuses du géne
(58). Parmi les nombreux travaux réalisés sur I’entérite nécrotique depuis ce temps,
une grande attention a été dirigée sur la caractérisation des souches impliquées dans
des épisodes d’entérite nécrotique. Différentes techniques de caractérisation génétique
ont été utilisées afin d’identifier des traits spécifiques aux souches pathogenes. Dans un
premier temps, il a été démontré que seules les souches de C. perfringens isolées de cas
de maladie chez la volaille étaient en mesure de reproduire la maladie chez cette méme
espece. Ainsi, des souches provenant de cas cliniques chez les espéces bovine, porcine,
canine et méme chez I’humain étaient inoffensives lorsqu’utilisées dans un modele
d’infection expérimentale chez la volaille. Plus encore, des souches provenant de la
flore digestive normale de poulets en santé étaient tout aussi avirulentes dans ce méme
modele (84). Alors que les souches virulentes étaient retrouvées de maniere localisée
au niveau de I’iléon, les souches dites de la flore normale étaient plutdt retrouvées tant
dans le contenu de I’iléon que du ceacum (79, 84). Puisque C. perfringens est un
habitant normal du tractus intestinal des volailles, et que d’aprés les résultats d’études

réalisées a partir de cas cliniques d’entérite nécrotique, seulement quelques souches
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seraient en mesure de causer la maladie, 1’équipe de Barbara et coll.(132) a reproduit
I’entérite nécrotique, en conditions expérimentales, en inoculant des poulets avec un
mélange de souches de C. perfringens, certaines d’entre elles provenant de cas
cliniques d’entérite nécrotique, d’autres étant plutét reconnues comme des souches
commensales. Les résultats de cette étude confirment ce qui avait préalablement été
observé lors d’études de cas cliniques en ¢levage, c’est-a-dire que les souches
associées a I’entérite nécrotique semblent posséder un avantage compétitif face aux
souches de la flore normale quand vient le temps de coloniser 'intestin et de s’y
multiplier (46, 198). A I’inverse des études ayant tenté d’associer certains clones
spécifiques de C. perfringens a I’entérite nécrotique, les études de caractérisation par
MLST ont réussit a démontrer que les souches de C. perfringens associées a des cas
cliniques d’entérite nécrotique pouvaient étre classifiées en deux groupes clonaux
distincts, soit le regroupement clonal 4 et le profil de typage 31. Puisque des souches
isolées de la flore digestive normale ne présentent pas ces mémes profils, il est alors
possible de supposer que des génes spécifiques retrouvés sur le chromosome bactérien

pourraient avoir un role a jouer dans la pathogénie de la maladie (58).

Puisque la toxine NetB ne semble pas étre I'unique facteur de virulence
responsable du déclenchement de la maladie, mais qu’elle semblerait plutot faire partie
d’un ensemble de facteurs de virulence agissant de concert dans la pathogénie de la
maladie, plusieurs des études récentes se sont intéressées a vérifier si les souches
causant la maladie chez la volaille possédaient une signature génétique distinctes des
souches commensales, et si un clone particulier pouvait étre associ¢ a la maladie (24,

57). De nouvelles techniques de séquencage a haut débit et de génomique comparée
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ont été utilisées afin d’identifier des séquences d’ADN propres aux souches de C.
perfringens causant ’entérite nécrotique, et ainsi pouvoir mieux expliquer I’origine
pathogénétique de la maladie. En comparant huit souches de C. perfringens associées a
I’entérite nécrotique, des auteurs ont démontré que plusieurs génes codant pour des
facteurs de virulence chez les souches pathogénes étaient regroupés en loci et que ces
loci étaient portés sur de gros plasmides. Chez ces souches, on a identifié la présence
de trois ilots de pathogénicité distincts, soit par ordre décroissant de taille, NELoc-1,
NELoc-2 et NELoc-3, chacun de ces loci comprenant plusieurs genes dont les produits
partageraient une forte similarité avec certains facteurs de virulence déja reconnus chez
d’autres especes bactériennes (24). L’ilot de pathogénicité 2 est retrouvé sur le
chromosome bactérien. Cependant, 1’flot ne semble pas étre retrouvé chez toutes les
souches virulentes, tout comme sa présence ne semble pas exclusivement réservée a
ces souches pathogeénes. Lepp et coll. ont d’ailleurs démontré que NELoc-2 pouvait
étre retrouvé chez 84% des souches causant ’entérite nécrotique alors que 41,4% des
souches provenant de tractus digestifs d’oiseaux sains portaient aussi ce locus sur leur
chromosome. Dans tous les cas, ce locus est retrouvé dans son entiereté lorsque présent
(58). Les ilots 1 et 3 sont quant a eux situés sur de gros plasmides semblant étre
conjugatifs de par la présence du « transfer of clostridial plasmids locus » sur chacun

d’eux (24).

Compte tenu que la présence de netB semble étre fortement corrélée avec la
capacité de certaines souches a induire la maladie, les auteurs ont évalué¢ le bagage
génétique commun partagé par ces deux groupes clonaux. L’analyse pour la présence

des trois ilots de pathogénicité chez des souches positives et négatives pour la présence
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du geéne netB a démontré que chez des souches netB négatives isolées d’oiseaux sains,
les 1lots 1 et 3 étaient absents. Le géne codant pour la toxine NetB serait quant a lui
localisé sur un plasmide au sein du premier ilot de pathogénicité, et la perte de cet ilot
chez les souches pathogénes serait corrélée avec une diminution de la virulence. Chez
les souches pathogenes, NELoc-1 est apparu hautement conservé, alors que NELoc-3 a
semblé montrer une plus grande variabilité en ce qui a trait a sa taille. NELoc-3 était
pratiquement absent de certaines souches pathogénes, laissant ainsi supposer un role
moindre de cet ilot dans la pathogénicité des souches (59). Selon les études, les
chercheurs ont identifi¢ la présence de NELoc-3 chez 71% et 65% des souches isolées
de cas cliniques d’entérite nécrotique, alors que 52% et 36% des souches commensales
¢taient positives pour la présence de ce locus (58, 59). Alors que la présence
concomitante de NELoc-1 et NELoc-3 ne semble pas étre un gage de virulence pour
les souches associées a I’entérite nécrotique, la présence de NELoc-2 semble étre
positivement corrélée avec la présence de NELoc-1 chez les souches virulentes, ce qui
suggere un role prédominant pour NELoc-2 dans la pathogénie de la maladie (58). Les
auteurs ont aussi noté une grande uniformité en comparant 1’alignement des séquences
pour ces trois ilots de pathogénicité et ce, pour les sept différentes souches. Cependant,
les auteurs ont aussi remarqué que le matériel génétique porté par ces ilots pouvait étre
retrouvé tantot sur des séquences génomiques uniques et identiques, tantot sur de
multiples séquences distinctes en fonction de la souche virulente analysée (24). En
comparant le nombre et la grosseur de ces plasmides pour des souches virulentes et
avirulentes de C. perfringens, il a pu étre démontré qu’entre un et quatre gros

plasmides étaient retrouvés, peu importe la virulence de la souche. Par contre, les
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souches positives pour la toxine NetB semblaient porter significativement un plus
grand nombre de plasmides, mais aussi des plasmides de plus grande taille (59). Des
techniques d’hybridation génomique comparée réalisées a 1’aide de puce a ADN ont
aussi permis de mettre en lumicre des différences génomiques significatives chez des
souches isolées d’épisodes d’entérite nécrotique. En effet, en comparant 29 souches
isolées de cas cliniques d’entérite nécrotique a 25 souches provenant du tractus digestif
d’oiseaux sains, 241 geénes ont ¢té associ€s de maniere statistiquement significative aux
souches provoquant I’entérite nécrotique. Plus encore, 99 de ces genes, la majorité
codant pour des phages ou reliés a des plasmides, étaient tout simplement absents des
souches commensales (58). Dans cette méme étude, les auteurs ont voulut évaluer
quelle proportion de ces genes pouvait étre associée a une plus grande virulence des
souches. Ainsi, puisque la présence du géne codant pour la toxine NetB s’est avérée
étre un bon indicateur de la capacité des souches de C. perfringens a causer 1’entérite
nécrotique, les souches pathogeénes porteuses de ce geéne ont été sélectionnées afin de
les comparer avec des souches virulentes négatives pour la toxine NetB. La présence
de 128 genes a été identifiée comme étant positivement corrélée avec la présence de
netB, dont 63 de ces genes étant associés de manicre statistiquement positive a NELoc-
2. La majorité des genes identifiés sont reconnus pour coder pour des séquences
d’insertion ainsi que des protéines hypothétiques. Le role immunogene et protecteur de
certaines de ces protéines a d’ailleurs déja été démontré (199). Parmi ces genes, 48 ont
¢té identifiés dans des régions variables du chromosome et comme étant spécifiques
aux souches virulentes positives pour le gene netB. Ces génes ont aussi €té associés a

des fonctions métaboliques telles que 1’acquisition de nutriments et la conservation de



75

plasmides. La présence de ces geénes pourrait potentiellement expliquer I’avantage

compétitif observé au niveau intestinal pour les souches pathogenes (58, 59).

2.4 Méthodes de prévention et de controle de la maladie

2.4.1 Approche conventionnelle

2.4.1.1 Antimicrobiens

Les effets bénéfiques de I’inclusion d’antibiotiques a faibles doses dans
I’alimentation des volailles afin de stimuler leur croissance ont été rapportés il y a de
ca plusieurs années (200). Depuis, ceux-ci sont utilisés dans 1’alimentation des
volailles afin d’optimiser les performances de croissance et prévenir certaines
maladies. Ainsi, les antibiotiques ont longtemps joué¢ un réle accessoire dans le
controle de I’entérite nécrotique (45). Et méme si certaines études rapportent qu’un
pourcentage relativement élevé de souches de C. perfringens seraient résistantes a
différents antibiotiques couramment utilisés en prévention de l’entérite nécrotique,
I’inclusion d’une telle médication a la diéte serait tout de méme associée a une
réduction des comptes de C. perfringens, a une diminution des scores lésionnels et de
la mortalité¢ reliée a la maladie lors d’essais en conditions expérimentales ou en

conditions « terrain » (37).
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On soupconne les promoteurs de croissance d’avoir un effet protecteur direct
contre les bactéries pathogenes telles que C. perfringens, mais aussi de manicre
indirecte en agissant sur la microflore bactérienne intestinale (201). Cette microflore
assurerait plusieurs fonctions dont celles de modifier la morphologie intestinale, de
moduler la capacité digestive ainsi que de combattre les infections digestives en
occupant une niche écologique dans I’intestin et en stimulant la réponse immunitaire
(202). Certains auteurs avancent que la relation observée entre 1’hote et sa microflore
digestive en serait en fait une d’équilibre entre le mutualisme et la pathogénicité (203,
204). Des hypotheses sont avancées afin d’expliquer 1’action des antibiotiques sur
I’amélioration des taux de croissance des animaux chez lesquels ils sont utilisés. Leur
effet bénéfique résiderait, entre autres, dans le fait qu’ils agiraient en controlant les
infections sous-cliniques, limitant ainsi le colit associ¢ au travail du systéme
immunitaire afin de garder ces infections sous contrdle. Les promoteurs de croissance
réduiraient aussi la production de métabolites microbiens tels que 1’ammoniac et
certains produits de dégradation de la bile ayant un effet dépresseur sur la croissance
des animaux. Leur effet sur les bactéries composant la microflore digestive assurerait
une utilisation contrélée des nutriments par celle-ci, rendant ces nutriments
suffisamment disponibles pour la croissance des animaux. Finalement, divers
changements sont rapportés quant a la micro-architecture digestive en lien avec
I’utilisation des promoteurs de croissance. Parmi ceux-ci, ’amincissement de la paroi
intestinale serait directement relié a une absorption des nutriments améliorée (9, 205-

207).
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Devant les restrictions grandissantes face a 1’utilisation des antibiotiques en tant
que promoteurs de croissance, plusieurs efforts ont été déployés afin d’identifier des
stratégies de controle alternatives, la recherche de nouvelles approches de contrdle
étant souvent limitée par le manque de connaissances quant au véritable mécanisme
derriere D’action des promoteurs de croissance. Jusqu’a aujourd’hui, aucune des
stratégies alternatives développées en remplacement des promoteurs de croissance n’a

su donner des résultats aussi constants et reproductibles (208).

2.4.1.2 Anticoccidiens ionophores

Les anticoccidiens sont utilisés pour le controle de la coccidiose aviaire depuis
plus de cinquante ans. En plus de leur pouvoir sur Eimeria, les ionophores possédent
une activité antibactérienne sur les bactéries a Gram positif dont C. perfringens (20, 21,
45). Dans les pays de I’Union Européenne, 1’utilisation des anticoccidiens ionophores
combinée a des conditions d’¢levage de haut statut sanitaire semble, pour le moment,
représenter 1’approche la plus fiable pour contrdler les impacts négatifs reliés a

I’entérite nécrotique (55).

2.4.2 Approches alternatives

Les antibiotiques ont été¢ parmi les découvertes marquantes du 20° siécle et
demeureront probablement un outil de choix dans le traitement des infections
bactériennes au cours du 21° siécle (209). Cependant, avec I’identification de bactéries
zoonotiques pathogeénes chez les animaux de consommation, le débat persiste quant
aux impacts que peut avoir sur la dissémination et la transmission de genes de

résistance aux antibiotiques des animaux aux humains et sur la santé humaine,
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I’utilisation des antibiotiques en agriculture (209, 210). Puisque trés peu de nouvelles
classes d’antibiotiques ont été découvertes au cours des derniéres années, il devient
évident selon plusieurs experts que 'utilisation des antibiotiques a grande échelle chez
les animaux de consommation s’achéve. Ainsi, selon plusieurs, une réduction de
I’utilisation globale des antibiotiques en agriculture combinée a 1’usage et au
développement d’approches alternatives devrait faire partie d’une volonté mondiale et
coordonnée, faisant intervenir autant les agences gouvernementales, les institutions de
recherche, que les entreprises privées (209-211). Des chercheurs soutiennent que le
temps est venu d’identifier et de documenter, de facon scientifique, le mode d’action
de ces alternatives (9, 212). Plusieurs alternatives aux antibiotiques en production
animale sont actuellement disponibles commercialement, ou ont généralement été
¢valuées en conditions expérimentales, mais 1’adoption systématique de 1’une d’entre
elles n’est actuellement pas effectuée compte tenu des résultats mitigés.
L’identification d’une alternative qui remplacerait a elle seule les antibiotiques
demeure difficile considérant que le mode d’action précis de ceux-ci sur toute
I’écologie gastro-intestinale reste a préciser (213). L’activité antibactérienne,
I’influence sur le taux de croissance et la conversion alimentaire des animaux, la
stimulation du systéme immunitaire, la capacité a contréler des maladies animales
d’importance, ainsi que I’influence sur la microflore digestive sont quelques uns des

effets bénéfiques recherchés des approches alternatives (28, 209).

2.4.2.1 Acides organiques
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Les acides organiques font partie des différents additifs alimentaires pouvant
étre ajoutés soit a I’alimentation des animaux, soit a leur eau de boisson. Une grande
variété d’acides aux propriétés physiques et chimiques différentes existe (9). Ils
peuvent étre utilisés individuellement, mais ce sont plus souvent les mélanges d’acides
qui sont privilégiés afin d’assurer un plus large spectre d’activité (9, 213). Leur mode
d’action suspecté impliquerait une diminution du pH interne de la bactérie suite a
I’entrée d’acide non-dissocié dans la cellule bactérienne, suivie d’une dissociation
subséquente a I’intérieur du cytoplasme bactérien alcalin, entrainant alors la mort de la
cellule bactérienne par épuisement des réserves d’énergie servant a maintenir
I’homéostasie interne (214, 215). On reconnait plusieurs facteurs pouvant influencer
’activité antibactérienne d’un acide organique : sa formule chimique, la valeur de son
pKa, sa forme chimique, son poids moléculaire, la susceptibilit¢ du micro-organisme
ciblé, I’espéce animale en cause, sa libération a des endroits précis du tractus intestinal
grace a des procédés d’encapsulation, ainsi que le pouvoir tampon de la diete a laquelle
I’acide est combiné. Chaque acide possederait ainsi son spectre d’activité et pourrait
influencer différemment le microbiote intestinal. Par exemple, il a ét¢ démontré que
I’acide butyrique stimulait la prolifération épithéliale intestinale, possédait une action
anti-inflammatoire et renforgait la barriére mucosale intestinale en augmentant la
production de peptides antimicrobiens dans le mucus intestinal et en stimulant
I’expression de protéines associées aux jonctions serrées. Cet acide agirait aussi en
modulant la microflore digestive et en influengant 1’établissement de bactéries

pathogenes. Ces résultats laissent croire que certains acides organiques pourraient jouer
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plus qu’un role antibactérien lorsqu’utilisés en remplacement des promoteurs de

croissance (9).

Les résultats d’études publi¢es portant sur 1’effet des acides organiques sur les
performances de croissance des poulets de chair sont peu nombreux et parfois
contradictoires (216-219). Gunal et coll. rapportent qu’en conditions expérimentales,
une di¢te contenant des antibiotiques et une di¢te contenant un mélange d’acides
organiques n’ont pas d’impacts différents sur le taux de mortalités, sur le taux de
conversion alimentaire, sur la consommation alimentaire, ainsi que sur le poids des
oiseaux, ce qui contraste avec les résultats obtenus par d’autres équipes (217, 219,
220). En effet, dans 1’é¢tude menée par Chowdhury et coll., I’ajout d’acide citrique a la
diete des oiseaux était associé¢ a une amélioration significative de la croissance, de la
prise alimentaire, de 1’efficacité alimentaire ainsi que du rendement de la carcasse.
L’ajout de cet acide organique était méme corrélé avec une fonction immunitaire
bonifiée, se traduisant par [’augmentation du nombre de lymphocytes dans les
amygdales ceacales, ainsi que dans les follicules de la bourse de Fabricius (217). Gunal
et coll. ont quant & eux noté que pour le groupe soumis a un régime a base
d’antibiotiques tout comme pour les groupes recevant soit un mélange d’acide ou un
probiotique ou un mélange des deux alternatives, un amincissement de la muqueuse
intestinale était observable. Cette observation pourrait étre reliée a la diminution de la
réaction inflammatoire au niveau intestinal, probablement associée a la diminution des
comptes pour les bactéries a Gram négatif (220). Dans une étude similaire, Geier et
coll. ont vérifi¢ Defficacit¢é d’'un mélange a base d’acides formique, acétique,

propionique, sorbique, caprylique et caprique dans un modele d’infection
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expérimentale d’entérite nécrotique. L’ajout du mélange n’a pas semblé étre en mesure
de prévenir la maladie, de réduire les mortalités associées, ni d’influencer positivement
le taux de croissance des oiseaux. Les chercheurs ont cependant noté une amélioration
de la conversion alimentaire, ainsi qu'une diminution des comptes de clostridies dans
le groupe recevant le mélange d’acides organiques (221). Les résultats de cette étude
vont ainsi dans le méme sens que ceux publiés par Skrivanova et coll. qui ont observé
que les acides caprique et laurique avaient pour effet de faire diminuer les comptes de
C. perfringens (222). En fait, les premiers travaux rapportant cet effet inhibiteur des

acides organiques sur C. perfringens datent d’il y a déja plusieurs années (223, 224).

2.4.2.2 Huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des composés volatils extraits des plantes par un
processus de distillation a la vapeur. Ces substances sont reconnues pour 1’odeur
plaisante de leur essence, pour leur saveur, ou méme pour leurs propriétés
antiseptiques, ou de préservation, dii a leurs effets antimicrobiens (225). Les huiles
essentielles utilisées en nutrition animale sont décrites comme des additifs alimentaires
renfermant des composés phytogéniques, au mé€me titre que les épices. Depuis 2006,
pour les pays de 1’Union Européenne, plusieurs efforts ont été déployés afin
d’identifier des substances alternatives qui assureraient le rdle joué par les
antibiotiques quant au maintien de la santé digestive et des performances de croissance.
Les extraits de plantes et leurs constituants purifiés représentent un groupe d’approches

alternatives des plus populaires a cet effet, et les huiles essentielles figurent parmi les
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composés les plus utilisés en ce sens (226-229). Les huiles essentielles sont une
alternative intéressante du fait que leur utilisation n’entraine pas la présence de résidus,
et qu’elle est pergue comme sécuritaire (227). Ces additifs agiraient en améliorant la
palatabilité de la ration, en stimulant la production d’enzymes digestives et d’acides
biliaires ainsi qu’en augmentant la digestibilité des nutriments (229-231). Différentes
¢tudes rapportent aussi que les huiles essentielles joueraient un rdle sur la communauté
microbienne intestinale de par leur effet antimicrobien bactériostatique ou bactéricide,
ce qui pourrait influencer les performances de croissance des oiseaux soumis a un
régime contenant ces composés. Leur effet antibactérien serait d’autant plus prononcé
lorsque ces huiles sont produites a partir d’herbes récoltées immédiatement apres la
floraison (226, 227, 229). Leur pouvoir « anti-odeur » en ferait de plus d’excellents
produits a utiliser en production animale afin de contrdler les inconvénients reliés a
I’ammoniac. Finalement, les huiles essentielles exerceraient leur effet bénéfique sur la

santé digestive di a leur pouvoir antioxydant et anti-inflammatoire (227, 232).

Les études réalisées sur les effets bénéfiques des huiles essentielles sont
toutefois peu nombreuses, et les conclusions pouvant en étre tirées varient
généralement d’une étude a une autre (31, 228-230, 233-236). Parmi les études
rapportant des effets bénéfiques sur les performances de croissance associés a
I’utilisation d’huiles essentielles, des chercheurs ont en général noté une amélioration
du gain de poids, de la conversion et de la consommation alimentaires, ainsi qu’un
rendement de carcasse supérieur (225, 228, 230, 236-241). Les chercheurs ont observé
une diminution significative du taux de conversion alimentaire principalement pour les

périodes de croissance et de finition des oiseaux, effet qu’ils ont reli¢ a une digestion
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améliorée des nutriments suite aux mesures de digestibilité iléale apparente répétées
tout au long de I’expérimentation. C’est ce que rapportent d’autres auteurs dans des
¢tudes semblables testant d’autres produits commerciaux a base de thymol, de
carvacrol, de cinnamaldéhyde, d’origan, de menthe poivrée et de poivre (225, 228,
230, 236, 239, 242, 243). En plus de rapporter un effet significatif sur le taux de
conversion alimentaire des oiseaux en période de croissance et de finition, certains
chercheurs ont observé une différence significative sur le poids des oiseaux en fin
d’¢levage, différence associée a un gain de poids supérieur en période de croissance
pour les oiseaux recevant des huiles essentielles (226, 228, 231, 237). Cette différence
serait attribuable a I’augmentation de la capacité de sécrétion d’enzymes digestives
provoquée par les huiles essentielles, tout ceci se faisant parallélement avec la
maturation des oiseaux (228). Alcicek et coll. ont cependant noté qu’il devenait inutile
d’utiliser des taux d’inclusion trop ¢élevés pour les huiles essentielles, ceux-ci pouvant
parfois n’étre associés a aucun effet bénéfique, ou méme entrainer des conséquences

négatives sur les performances de croissance (31, 228, 235, 237).

A P’opposé des résultats des études présentées ci-haut, certains chercheurs en
sont venus a la conclusion que ['utilisation d’alternatives a base d’huiles essentielles
n’entrainait pas d’effet positif sur les performances de croissance des oiseaux soumis a
un régime contenant ces produits (55, 226, 231, 244). Dans une ¢tude menée en 2011,
Amad et coll. ont comparé différentes concentrations d’un produit commercial a base
de thymol et d’anéthol a une diéte dépourvue d’additifs alimentaires ou de promoteurs
de croissance. Ils n’ont noté aucun effet significatif du produit sur la mortalité en

¢élevage, sur le poids final des oiseaux, sur leur consommation alimentaire, ainsi que
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sur le taux de conversion alimentaire pendant la période de démarrage. Seule une
différence quant au taux de conversion alimentaire pendant les périodes de croissance
et de finition a été observée (226). Lee et coll. n’ont quant a eux rapporté aucun effet
positif significatif d’un produit commercial a base de thymol et de cinnamaldéhyde sur
les performances de croissance des oiseaux soumis a une di¢te contenant ce produit
pour la durée totale de 1’¢levage. Ces chercheurs ont par contre noté¢ que le type de
produit utilisé¢ pouvait influencer de facon significative la consommation d’eau des
oiseaux, ce qui peut avoir des impacts positifs notables en conditions d’élevage
industriel, notamment sur la qualité de la litiére et conséquemment sur le confort des
oiseaux (231). Dans le méme ordre d’idée, Cerisuelo et coll. ont rapporté que lors
d’essais visant a comparer 1’effet de différents niveaux de thymol et de
cinnamaldéhyde ajoutés a la ration de poulets de chair a celui des promoteurs de
croissance, aucun différence significative des divers traitements n’était observée quant
a la mortalité, au poids final, au gain de poids moyen quotidien, a la prise et la
conversion alimentaires et ce, autant pour les périodes de démarrage, de croissance et
de finition (234). Selon les différents auteurs, divers facteurs pourraient expliquer cette
variation observée dans les résultats: les essais sont habituellement réalisés dans des
conditions hygiéniques de haut niveau, une die¢te hautement digestible est généralement
utilisée, I’age des oiseaux peut varier, la prise alimentaire influence la quantité de
produit alternatif consommeé, le niveau de maturité des plantes a partir desquelles les
huiles essentielles sont extraites a une influence sur la puissance des composés actifs,
la méthode d’extraction des huiles essentielles fait varier leur qualité, tout comme la

méthode et la durée de leur entreposage. Finalement, la nature de 1’extrait lui-méme
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exercera aussi une influence (227). Abildgaard et coll. soutiennent méme que 1’impact
négatif sur la prise alimentaire du produit & base d’huiles essentielles qu’ils ont testé
pourrait peut-étre aussi étre relié, en partie, a la vaccination contre la coccidiose

utilisée dans le groupe soumis au test (55).

Les huiles essentielles sont aussi intéressantes en production animale grace a
leur pouvoir antibactérien. En fait, le potentiel hydrophobique des composantes
phénoliques de ces huiles leur permettrait de séparer les lipides des parois cellulaires
bactériennes et des mitochondries, provoquant ainsi des perturbations dans la structure
et les processus intracellulaires des bactéries (245). Puisque plusieurs études ont été
publiées dans la littérature scientifique concernant les propriétés antibactériennes des
huiles essentielles, certains auteurs ont voulu évaluer 1’efficacité de différents produits
a base d’huiles essentielles sur I’amélioration des performances de croissance, mais ont
aussi été intéressés de voir comment ces alternatives pouvaient influencer les comptes
intestinaux de C. perfringens dans la perspective de remplacer 1’effet prophylactique
des promoteurs de croissance sur ’entérite nécrotique (55, 227, 246). Si et coll. ont
d’abord vérifié 1’effet inhibiteur de 66 huiles essentielles ou de leurs composés sur des
cultures de C. perfringens. Des 66 composés testés, 33 ont montré un pouvoir
inhibiteur de 80% et 9 se sont avérés capables d’inhiber 50% de la croissance
bactérienne lorsqu’ajoutés a des concentrations de 500 mg / ml a des cultures de C.
perfringens. Certains composés sont méme parvenus a faire diminuer les comptes de C.
perfringens de 2,5 logs lorsque mis en contact avec du contenu iléal de poulet (246).
Mitsch et coll. ont quant a eux test¢ I’efficacit¢ de deux produits commerciaux

composés d’eugenol, de curcuma, de pipérine. Chacun des produits renfermait en plus
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du thymol dans le cas du premier produit et du carvacrol en ce qui concerne le
deuxieéme. Le pouvoir de ces deux produits pour diminuer les comptes de C.
perfringens a ¢été évalué dans des conditions d’élevage commercial. Chacun des
produits s’est avéré efficace pour diminuer les comptes de la bactérie a différents
moments de 1’¢élevage, ainsi que dans les différentes portions du tractus intestinal soit
le jejunum, le caecum ou le cloaque (247). Dans un mode¢le d’infection expérimentale
d’entérite nécrotique, Jerzsele et coll. ont rapporté que [’utilisation d’un produit
alternatif a base de gingembre et de carvacrol chez des oiseaux infectés avec C.
perfringens était associée a une augmentation significative du gain de poids, celle-ci
pouvant étre expliquée par une augmentation de la longueur des villosités et de la
profondeur des cryptes intestinales. Les scores Iésionnels macroscopiques et
histologiques étaient méme statistiquement plus faibles dans le groupe recevant des
huiles essentielles (248). Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par
McReynolds et coll. (249). Dans la méme étude menée par Abildgaard et coll., et citée
précédemment, aucun effet d’un produit commercial composé de thymol, d’eugenol et
de pipérine n’a pu étre observé sur les comptes de C. perfringens retrouvés dans 1’iléon
et le ceacum, et ce, méme a différentes concentrations (55). Cross et coll. ont quant a
eux noté une légere diminution de la valeur d’un log sur les comptes de C. perfringens
provenant du caecum d’oiseaux recevant une diete a base de romarin, de thym et de
marjolaine. Cet effet suppresseur n’a cependant pas été¢ noté pour le groupe recevant

des huiles essentielles en remplacement des herbes (31).

L’approche alternative idéale, dans un cadre législatif ou [’utilisation des

anticoccidiens n’est pas permise, devrait en plus pouvoir exercer un contrdle sur les
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différentes especes d’Eimeria responsables de la coccidiose chez la volaille (45, 232).
En effet, la gestion de la coccidiose représente un défi de taille pour tous les
producteurs avicole due aux nombreux impacts négatifs que I’infection engendre :
dommages intestinaux responsables d’une modification du processus de digestion des
aliments, une absorption des nutriments altérées, une augmentation secondaire du taux
de conversion alimentaire ainsi que la présence de fientes liquides imposant une régie
d’¢levage plus stricte afin d’éviter les problémes secondaires a ’apparition d’une
litiere plus humide (250). La coccidiose aviaire représente en plus le facteur de risque
principal pour I’apparition de I’entérite nécrotique (45). Trés peu d’études sont
retrouvées dans la littérature scientifique quant aux effets anti-parasitaires des huiles
essentielles et leur mode d’action en ce sens reste a étre identifié. On soupgonne entre
autres que ce serait les polyphénols et les saponines retrouvés dans les plantes
aromatiques qui seraient responsables de cette action antiparasitaire, en protégeant les
cellules épithéliales de I’hote et en agissant sur le cholestérol composant la paroi
cellulaire du parasite respectivement. Certaines huiles essentielles causeraient aussi un
stress oxydatif chez le parasite entrainant ainsi la destruction des oocystes(250) (245).
Sans éliminer les impacts reliés a la réplication d’Eimeria au niveau intestinal, Bozkurt
et coll. ont noté que I'utilisation d’un mélange commercial composé de carvacrol, de
thymol et de camphre permettait de bonifier I'utilisation des nutriments ainsi que le
gain de poids chez des oiseaux soumis a une infection expérimentale par le parasite. En
effet, le groupe alimenté avec une diete contenant le produit commercial présentait un
gain de poids ainsi qu’une conversion alimentaire comparables au groupe recevant du

monensin, un anticoccidien ionophore, et ces résultats étaient significativement
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améliorés par rapport a ceux du groupe infecté ne recevant aucun additif alimentaire.
La principale différence entre les deux était 1’excrétion oocytaire, celle-ci étant
significativement plus faible pour le groupe recevant 1’ionophore (250). D’autres
¢tudes ont rapporté des résultats semblables lors d’infection expérimentale par E.
tenella. Les oiseaux recevant un produit alternatif a base d’origan présentaient des
résultats améliorés par rapport au gain de poids, a I’excrétion oocytaire et au score
lIésionnel intestinal lorsque comparé aux oiseaux du groupe infecté mais ne recevant
aucun traitement. Les résultats du groupe sous traitement alternatif n’étaient toutefois
pas comparables a ceux du groupe recevant un anticoccidien (251, 252). Toutes les
huiles essentielles ou extraits de plante ne semblent cependant pas agir de la méme
facon. En effet, c’est ce qu’ont noté Youn et Noh lors de 1’évaluation de 15 extraits
d’herbe différents administrés dans 1’eau d’abreuvement, quant a leur effet, dans un
modéle d’infection a Eimeria tenella. Le taux de survie des oiseaux, les scores
lésionnels observés, le gain de poids, la présence de diarrhée sanguinolente ainsi que
sur I’excrétion oocytaire ont tous été évalués. Les extraits testés ont montré des effets
tantOt positifs, tantdt négatifs quant a la diminution des comptes d’excrétion oocytaire,
ainsi qu’a la perte de gain de poids et la présence de Iésions intestinales associées a

I’infection (253).

2.4.2.3 Prébiotiques, probiotiques et produits d’exclusion compétitive

La composition nutritionnelle de 1’alimentation animale est continuellement

ajustée afin d’optimiser les effets recherchés sur la santé animale, la productivité et
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surtout, afin de s’ajuster au prix constamment variable des intrants (213). Parmi les
différentes stratégies alimentaires disponibles pour parvenir a cette optimisation, les
probiotiques, prébiotiques et produits d’exclusion compétitive occupent une place de
choix de part leur capacité naturelle a moduler positivement la santé digestive. Ceux-ci
ont d’ailleurs recu un grand intérét suite a I’interdiction d’utiliser les antibiotiques en
tant que promoteurs de croissance pour les pays Européens (254). Les prébiotiques
sont des fibres alimentaires non-digestibles issues de la fermentation de certains
hydrates de carbone. Les principaux prébiotiques utilisés sont des oligosaccharides,
formés a partir de monnosaccharides tels que le glucose, le fructose, le galactose et le
mannose. Les fructooligosaccharides (FOS), les mannan-oligosaccharides (MOS), ainsi
que les galactooligosaccharides (GOS) figurent parmi les oligosaccharides les plus
connus (28). Leurs composantes fermentées possédent la capacité de moduler la
microflore digestive, en assurant une exclusion compétitive face aux bactéries
pathogenes digestives, ainsi qu’en favorisant la production de métabolites promouvant
une bonne santé digestive (9, 209, 213). Les prébiotiques agiraient en favorisant la
croissance des lactobacilles et bifidobactéries, role principalement attribué¢ aux FOS, et
ces bactéries bénéfiques compétitionneraient a leur tour avec les bactéries pathogeénes
pour les sites d’attachement au niveau intestinal ainsi que pour la disponibilité des
nutriments. On soutient méme que les MOS auraient la capacité de lier directement les
fimbriae de bactéries pathogeénes telles qu’Escherichia coli et Salmonella. La
croissance des bactéries bénéfiques entrainerait de plus la production de composés
toxiques et la stimulation du systéme immunitaire afin de mieux combattre les

bactéries pathogenes (9, 255). Dans une étude menée par Baurhoo et coll., I’effet de



90

deux concentrations différentes de MOS sur les performances de croissance de poulets
de chair, sur leur morphologie intestinale, et sur des populations bactériennes ciblées
retrouvées dans le caecum a été¢ évalué (256). Ils ont aussi comparé les résultats de
cette approche avec ceux obtenus suite a 'utilisation de la virginiamycine et de la
bacitracine. La principale différence se situait au niveau de la morphologie intestinale
ou les oiseaux recevant le MOS ont montré une augmentation significative de la
longueur des villosités, ainsi qu’un nombre augmenté de cellules a goblet par villosité
dans tous les segments intestinaux, aux jours 24 et 34 de I’essai. Cependant, aucun
effet du traitement n’a été observé sur les performances de croissance, conclusion a
laquelle Geier et coll. et Yang et coll. étaient parvenus dans des études comparables
évaluant I’effet des MOS et des FOS (256-258). Geier et coll. ont méme rapporté que
les traitements a base d’oligosaccharides étaient associés a une diminution de la
population intestinale d’Escherichia coli, une observation aussi faite par Kim et coll.
dans une étude plus récente (259). Dans cette étude, le remplacement des antibiotiques
promoteurs de croissance par des FOS et des MOS n’entrainait pas de conséquence
statistiquement significative sur les performances de croissance. Au contraire, les
oiseaux soumis a une die¢te renfermant ces alternatives performaient significativement
mieux que des oiseaux ou aucun traitement n’était utilis¢é en remplacement des
promoteurs de croissance. Cette étude a méme démontré que [’utilisation de
prébiotiques était associée a une augmentation du nombre total de bactéries digestives,
principalement due a une augmentation du nombre et de la diversité des lactobacilles

présentes dans I’intestin. Tout comme Geier et coll., Kim et coll. ont observé une
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diminution du nombre d’Escherichia coli et de C. perfringens au niveau intestinal

(257, 259).

L’utilisation de cultures bactériennes ajoutées a I’alimentation des animaux
d’¢élevage fut une des premiceres approches alternatives utilisées en remplacement des
promoteurs de croissance (33). L’établissement d’une flore digestive bénéfique
permettrait la mise en place d’un équilibre entre la production de cytokines pro- et anti-
inflammatoires et assurerait ainsi une fonction immunitaire digestive optimale (260).
En effet, le systéme digestif aurait la capacité de reconnaitre et de tolérer les bactéries
commensales de I’intestin plutét que d’activer une réponse inflammatoire envers des
bactéries pathogénes voulant s’établir dans le tube digestif. Trois mécanismes distincts
ont été avancés afin d’expliquer les effets bénéfiques des probiotiques sur la santé
digestive : la production de bactériocines par les souches bactériennes probiotiques
empécherait la colonisation du tractus intestinal par des pathogenes en ayant un effet
délétere sur ces pathogenes, la stimulation d’une fonction immunitaire digestive
optimale préviendrait 1’¢tablissement d’une flore pathogene, et finalement, la
compétition pour des sites d’attachement au niveau de !’intestin serait en faveur des
bactéries probiotiques présentes en plus grand nombre (260). Une variété d’especes
microbiennes ont ¢été¢ utilisées comme probiotiques : Bacillus, Bifidobacterium,
Enterococcus, Escherichia coli, Lactobacillus, Streptococcus, des especes de levures,
des cultures bactériennes non-définies, et plusieurs de ces probiotiques ont été testés en

conditions expérimentales chez des poulets de chair afin de vérifier leur effet en
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remplacement des promoteurs de croissance (255). Dans une étude conduite par Gunal
et coll., il a été démontré que I'utilisation d’un probiotique seul ou d’un promoteur de
croissance n’était pas associée a des résultats différents quant au gain de poids, a la
prise et la conversion alimentaire, ainsi qu’au taux de mortalit¢ (220). Cependant,
I’utilisation d’un probiotique était significativement associée a une réduction du
nombre de bactéries a Gram négatif dans les segments de I’iléon et du caecum, tout
comme a une longueur augmentée des villosités intestinales, probablement due a la
production secondaire d’acides gras a chaine courte, un sous-produit de la fermentation
bactérienne capable de stimuler la prolifération des cellules épithéliales intestinales
(220, 260). Des ¢tudes expérimentales suggerent que 95% des acides gras a courte
chaine produits par la microflore digestive seraient utilisés par les cellules épithéliales
intestinales afin d’assurer leur prolifération, de favoriser la production de mucus,
d’assurer une bonne motilité digestive, tout en favorisant le maintien d’une microflore
équilibrée et bénéfique au maintien de ’homéostasie digestive (260). L’amélioration
de la capacité digestive par les probiotiques a aussi été remarquée par Mountzouris et
coll. dans une étude comparant les effets d’un antibiotique promoteur de croissance a
ceux d’un probiotique composé de 5 especes bactériennes isolées du jabot, du jéjunum,
de I’iléon et du caecum d’oiseaux matures, administré a des poulets de chair en
croissance. Les chercheurs n’ont noté aucune différence significative entre les groupes
concernant le poids final, la consommation et la conversion alimentaires. Cependant, le
groupe recevant un antibiotique présentait un poids légerement supérieur a la fin de
I’essai. Les principales différences se situaient au niveau de la composition de la

microflore qui présentait des comptes de bifidobactéries, de lactobacilles et de coques a
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Gram positif augmentés chez les oiseaux soumis au traitement par probiotique. Méme
si la concentration en acides gras volatils retrouvés dans le caecum ne différait pas
entre les différents traitements, les chercheurs concluent tout de méme a un effet
bénéfique du probiotique sur la fonction digestive puisque les activités d’enzymes
glycolytiques telles que les alpha et béta-galactosidase étaient augmentées chez ce
groupe d’oiseaux, probablement en lien avec 1’augmentation du nombre de
bifidobactéries et de lactobacilles reconnues pour produire ces enzymes jouant un role
dans la fermentation glycolytique des hydrates de carbone (261). Les résultats d’une
¢tude semblable menée par Mookiah et coll. vont dans le méme sens que ceux
présentés précédemment (254). Lors d’un essai expérimental comparant les
performances de poulets de chair soumis a une di¢te sans aucun additif alimentaire a
celles obtenues suite a I’utilisation d’un probiotique seul, d’un prébiotique seul et d’un
probiotique combiné a un prébiotique (synbiotique), les chercheurs ont rapporté des
effets positifs significatifs sur le gain de poids des oiseaux ainsi que sur la conversion
alimentaire lors de I'utilisation des additifs seuls ou en combinaison. L’utilisation de
probiotiques et de prébiotiques était aussi associée a une augmentation des populations
caecales en lactobacilles et en bifidobactéries, en plus de concentrations caecales
augmentées pour les acides gras volatils retrouvés a 21 et 42 jours d’age, ce qui différe

des résultats rapportés par d’autres études (254).

Le concept de I’exclusion compétitive a pour la premiere fois été¢ décrit en 1973
par Nurmi et Rantala, et a été identifi¢é comme une approche efficace pour prévenir la
colonisation du tractus digestif des volailles par Salmonella (262). Par la promotion de

I’établissement d’une flore riche et diversifiée, un produit d’exclusion compétitive



94

préviendrait ainsi 1’établissement de bactéries pathogeénes au sein de la flore digestive
(260). Au départ décrit comme une approche permettant le contréle de bactéries
indésirables, le concept d’exclusion compétitive est maintenant vu comme une
alternative permettant d’optimiser les performances de croissance suite au retrait des
antibiotiques (261). Cependant, contrairement a [’utilisation d’un probiotique qui
souvent ne contient qu’une ou un nombre limité d’especes bactériennes, un produit
d’exclusion compétitive va plutdt favoriser I’implantation d’une microflore digestive
mature et hautement compétitive (255, 263). Plus précisément, chez la volaille, on
qualifie de produit d’exclusion compétitive une préparation dont la qualité est
contrdlée et dont le contenu est un mélange non-défini de bactéries vivantes anaérobes
strictes et anaérobes facultatives provenant d’oiseaux adultes sains dont le statut est
reconnu pour I’absence d’organismes pathogenes spécifiques (260). Méme si les
produits d’exclusion compétitive ont été passablement étudiés et utilisés en production
avicole, les mécanismes derriere leur mode d’action demeurent largement incompris.
Un de ceux-ci serait la capacité des bactéries de la microflore digestive d’établir entre
elles des interconnexions entrainant la formation du glycocalyx, une barriere
dynamique a I’adhésion des bactéries pathogenes. Un second mécanisme suspecté
serait que de par leur plus grand nombre, les bactéries commensales présenteraient un
avantage compétitif pour I’utilisation des nutriments qui sont en quantité¢ limitée dans
I’intestin. Aussi, le métabolisme des bactéries associées a une flore d’exclusion
compétitive entralnerait la production d’acides gras volatils tels les acides butyrique,
acétique et propionique, et que sous l’influence du pH acide retrouvé dans

I’environnement intestinal, ces acides seraient maintenus sous leur forme non-dissociée
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leur permettant d’exercer leur pouvoir inhibiteur sur des bactéries pathogenes.
Finalement, la production de peptides antimicrobiens, que l’on nomme aussi
bactériocines, pourrait aussi représenter un moyen par lequel des bactéries
commensales pourraient avoir 1’avantage compétitif sur des bactéries pathogenes,
quoique cette avenue reste a €tre mieux décrite (260). Ce phénoméne d’exclusion
compétitive semble aussi étre applicable pour C. perfringens, puisque chez des oiseaux
recevant ce type de produit en conditions expérimentales, les comptes de C.
perfringens, ainsi que le nombre d’oiseaux a partir desquels la bactérie pouvait étre
isolée étaient significativement inférieurs lorsque comparés a ceux du groupe ne
recevant rien (264). Cette méme tendance fut observée par Kaldhusdal et coll. dans une
¢étude réalisée en conditions d’¢élevage sur une ferme aux prises avec des problemes
récurrents associés a C. perfringens. Les oiseaux soumis au traitement d’exclusion
compétitive ont montré une incidence réduite d’entérite nécrotique, et lorsque la
condition se manifestait, I’apparition des lésions associées €était retardée, atténuant ainsi
les impacts négatifs généralement observés sur les performances obtenues. Ainsi, une
diminution du taux de mortalit¢ en élevage et un pourcentage moins élevé de
condamnations a I’abattoir reliée a C. perfringens ont été notés pour le groupe traité

avec le produit d’exclusion compétitive (265).

La recherche future visant I’identification de 1’approche alternative idéale sera
entre autres orientée vers |’administration combinée d’un probiotique et d’un
prébiotique (synbiotique). Cette approche assurera donc la mise en place de
populations bactériennes bénéfiques, auxquelles 1’apport d’un substrat essentiel a leur

maintien et a leur croissance sera garanti (9).
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2.4.2.4 Enzymes et formulation de la dicte

L’utilité d’ajouter des préparations d’enzymes exogenes a 1’alimentation des
volailles dans le but d’améliorer les performances de croissance et 1’utilisation des
nutriments est connue depuis longtemps (266). L’absence de compréhension quant a
leur mode d’action ainsi que leur colit en limitaient par contre leur utilisation
généralisée (33). Cependant, les avancées réalisées en biotechnologies au cours des
derniéres années permettent maintenant la production d’enzymes a un cofit plus
abordable, permettant ainsi leur inclusion pratiquement systématique a la formulation
des dietes commerciales. De plus, les études réalisées afin de mieux comprendre les
mécanismes derricres ’action de ces enzymes ont aussi permis 1’élaboration de
produits synthétiques possédant une action plus ciblée et une efficacité optimale.
L’industrie de I’alimentation de la volaille figure parmi les plus importants utilisateurs
d’enzymes ajoutées en tant qu’additifs alimentaires, et cette pratique est largement
acceptée. Dans certains pays, jusqu’a 90% des dietes destinées aux poulets de chair
renferment des enzymes alimentaires, leur inclusion permettant plus de flexibilité¢ dans
le choix et le taux d’inclusion des intrants. L’utilisation des phytases issues de la
fermentation microbienne est aussi devenue plus répandue au cours des dernieres
années. Le but ultime recherché par I’utilisation des enzymes digestives est d’améliorer
I’efficacité alimentaire. Différents effets bénéfiques des enzymes permettent d’arriver a
cette fin. Entre autres, I’ajout d’enzymes a I’alimentation permet de réduire la
variabilité¢ nutritionnelle, I’efficacité des enzymes étant améliorée en présence d’un
intrant de moindre qualité. L’amélioration de la digestion des polysaccharides non-

amidonnés permet de diminuer le taux d’humidité des fientes, ceci ayant un impact
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majeur sur la qualité de la litiere des animaux et permet en plus de réduire la quantité
d’excréta, diminuant ainsi les impacts environnementaux associés a la production
animale. Finalement, en modifiant la morphologie intestinale, la microflore digestive et
conséquemment la fonction immunitaire, la digestion et I’absorption des composantes

alimentaires sont optimisées (266).

Les quatre principales classes d’enzymes utilisées sont celles s’attaquant aux
céréales que 1’on qualifie de visqueuses, telles que les B-glucanases et les xylanases.
Elles sont capables de scinder les polysaccharides non-amidonnés retrouvés en grande
quantité¢ dans les céréales telles que le blé, I’orge et le triticale. On retrouve aussi des
enzymes possédant une activité amylase orientée vers la digestion de I’amidon retrouvé
dans des céréales qualifiées de non-visqueuses, telles que le mais et le sorgho. Une
troisiéme catégorie d’enzymes sert a optimiser la digestion des intrants non-céréaliers
tels que les farines de soya, de canola, de tournesol, de pois, de lupin et de palme, ces
intrants étant largement utilisés dans les pays ou 1’utilisation des farines de viande et
d’os a été interdite. Finalement, les phytases d’origine microbienne, capables de cibler
les complexes phytate dans les végétaux ajoutés a la diéte, ont principalement pour role
d’aider a la libération du phosphore contenu dans les végétaux sous la forme d’acide
phytique. Au départ peu considérées, les phytases d’origine microbienne sont
maintenant largement utilisées et permettent d’optimiser 1’utilisation du phosphore
alimentaire, et ainsi réduire les niveaux d’inclusion a la diéte des animaux tout comme
les rejets environnementaux y étant associés (9). D’autres enzymes ou préparations
enzymatiques telles que des amylases, lipases, protéases et cellulases sont aussi

disponibles commercialement afin d’améliorer 1’utilisation de nutriments tels que des
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protéines, de 1’amidon, des lipides ou méme des composantes fibreuses. Leur
utilisation ne se fait cependant pas sur une base routiniére, leur rapport cott-efficacité
n’étant pas toujours satisfaisant en conditions pratiques. Différents modes d’action sont
attribués aux enzymes utilisées comme additifs a la di¢te. Elles permettent entre autres
la rupture de liens spécifiques présents dans certains types d’aliments et généralement
non-hydrolysés par des enzymes endogénes, elles assurent la dégradation de facteurs
antinutritionnels, elles agissent sur la paroi cellulaire des cellules végétales afin de la
détruire et d’assurer la relache des nutriments. Les enzymes alimentaires vont aussi
permettre une diminution des sécrétions endogenes associées au processus de
digestion, diminuant ainsi les besoins de I’animal pour son maintien métabolique de
base. Finalement, chez les jeunes animaux, 1’ajout d’enzymes favorisera une croissance
plus rapide en comblant le manque d’enzymes digestives associé¢ a leur systeme

digestif immature.

Le maintien d’une santé digestive optimale est essentiel afin d’assurer des
performances d’¢élevage qui soient rentables et qui répondent aux besoins des marchés
(266). Cette affirmation devient d’autant plus vraie quant on relie la santé digestive a
I’apparition de I’entérite nécrotique (267). Quelques chercheurs se sont intéressés a
évaluer le role des enzymes ajoutées a I’alimentation animale dans le maintien des
performances de croissance ainsi que dans le contrdle de C. perfringens et d’Eimeria.
Les résultats varient d’une étude a 1’autre. Tang et coll. ont non seulement évalué
I’effet d’avoir différentes sources de mais comme intrant principal de la diéte, mais
aussi la pertinence d’ajouter un mélange d’enzymes comprenant de la xylanase, de

\

I’amylase et une protéase a ces différentes dietes. L’utilisation de deux mélanges
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commerciaux d’enzymes digestives a été associée a une augmentation du gain moyen
quotidien, qui pouvait aller jusqu’a 8,6%, ainsi qu’a une réduction de la conversion
alimentaire de I’ordre de 5%. Pour un des ces mélanges, les chercheurs ont noté une
diminution de DI’excrétion de féces. L’ajout d’enzymes a aussi été associé a une
amélioration du coefficient de digestibilité des protéines brutes et du niveau iléal
d’énergie digestible (268). Yu et Chung ont aussi rapporté que 1’ajout a la ration d’un
mélange d’enzymes permettait de réduire de 3% la quantité d’énergie métabolisable
devant étre présente dans cette ration. Les performances de croissance des oiseaux
soumis a ce régime étaient comparables a celles des groupes recevant une di¢te non-
réduite en énergie (269). C’est a cette méme conclusion que sont arrivés Zanella et
coll. lorsqu’ils réduisaient les niveaux d’énergie de la diete. Ils ont en plus noté qu’a
des niveaux d’énergie comparables, 1’ajout d’enzymes permettait d’améliorer de 1,9%
et de 2,2% le gain de poids et la conversion alimentaire respectivement (270). Dans
une étude réalisée par Cowieson et O’Neill, I’ajout de xylanase a une diéte a base de
blé était non seulement associé a une amélioration du gain de poids et de la conversion
alimentaire, mais aussi a une augmentation de la température interne des caeca, laissant
supposer aux chercheurs que la microflore de la portion inférieure du tractus digestif

jouerait un role important dans 1’influence de ces résultats (271).

Les résultats sont moins clairs en ce qui a trait a la contribution des enzymes
digestives dans le controle de I’entérite nécrotique et de la coccidiose. Alors que
Barekatain et coll. n’ont trouvé aucun effet positif significatif de 1’ajout de xylanase et
de protéase afin de diminuer les pertes en performance associées a I’infection par

Eimeria, Jackson et coll. ont plutét démontré que les oiseaux infectés par Eimeria et
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recevant de la B-mannanase présentaient un gain de poids supérieur de 4,5% lorsqu’on
les comparait au groupe infecté ne recevant pas une di¢te supplémentée en enzyme
(272, 273). Ces chercheurs ont méme observé une réduction des scores lésionnels
associés a I’entérite nécrotique pour les groupes supplémentés, effet qu’ils attribuent
entre autres & la stimulation du systéme immunitaire (273). A ’opposé, Barekatain et
coll. n’ont pas rapporté d’effet positif de 1’ajout d’enzymes digestives dans le but de
mieux contrdler I’entérite nécrotique, a I’exception de contribuer au maintien d’un gain
de poids et d’'une consommation alimentaire adéquate (272). Dans une étude menée par
Liu et coll., I’ajout de xylanase a la di¢te a base de blé de poulets de chair soumis a une
infection expérimentale par C. perfringens a montré avoir un impact positif sur les
scores lésionnels intestinaux, sur la microarchitecture intestinale, sur les niveaux
d’expression d’ARNm associ¢ a MUC2, une mucine intestinale ainsi que sur
I’expression d’ARNm associ¢ a [’occludine, une protéine transmembranaire
responsable de la cohésion des jonctions serrées retrouvées entre les cellules
¢épithéliales intestinales. Les chercheurs ont donc conclu que I’ajout de xylanase
permettait d’atténuer les effets négatifs associés a I’infection par C. perfringens (274).
Dans une étude semblable, Guo et coll. ont démontré des effets positifs de 1’ajout de
xylanase a la di¢te des volailles, sur le gain moyen quotidien ainsi que sur le taux de
conversion alimentaire, peu importe le fait que les oiseaux soient soumis a une
infection expérimentale par C. perfringens. L’ajout d’enzyme chez le groupe infecté
par C. perfringens a cependant permis de minimiser les effets néfastes de I’infection

sur le taux de conversion, probablement en lien avec I’action de ’enzyme sur les
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activités des enzymes digestives telles que I’a-amylase duodénale, la chymotrypsine et

la trypsine pancréatique (267).

2.4.2.5 Vaccination contre la coccidiose

Jusqu’a tout récemment, la controverse demeurait importante quant au role que
pouvait jouer la vaccination contre la coccidiose sur le controle de 1’entérite
nécrotique, et les essais réalisés en conditions controlées demeurent peu nombreux a ce
jour. En production avicole, il est largement reconnu que le facteur prédisposant
majeur pour l’apparition de I’entérite nécrotique sont les dommages causés a la
muqueuse intestinale par Eimeria, 1’agent causal de la coccidiose (275). Alors que
certaines études rapportaient que des oiseaux recevant un vaccin atténué contre la
coccidiose n’avait pas développé ’entérite nécrotique apres avoir été soumis a une
infection expérimentale par C. perfringens, d’autres essais démontrent que méme une
vaccination contre la coccidiose ou I’utilisation d’anticoccidiens n’ont pas réussi a
prévenir un épisode de maladie (181, 276). Dans une étude réalisée par Williams et
coll., il a été montré que le fait d’immuniser des oiseaux avec des souches vaccinales
d’Eimeria avant de les soumettre a une infection par Eimeria maxima et C. perfringens
permettait d’atténuer les effets négatifs associés a 1’entérite nécrotique (277).
McReynolds et coll. ont méme démontré que la vaccination contre la coccidiose était
associée a une mortalité réduite lors d’un épisode d’entérite nécrotique subséquent
(278). Bangoura et coll. ont comparé les performances de croissance, I’excrétion de C.
perfringens, I’excrétion oocytaire, ainsi que les scores 1ésionnels de groupes d’oiseaux

non-vaccinés ou vaccinés contre la coccidiose. Ils ont soumis les oiseaux a une
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infection par Eimeria ou par Eimeria et C. perfringens. lls ont noté que pour les
oiseaux n’ayant pas regu le vaccin, le gain de poids était significativement affecté de
maniére négative, tout comme le taux de conversion alimentaire. Alors que pour les
groupes recevant une vaccination contre la coccidiose seule une légere diarrhée
secondairement a l’infection par Clostridim perfringens a été notée, des signes
cliniques séveres d’entérite nécrotique ont €té observés pour les groupes non-vaccings,
et un taux de mortalit¢ de I’ordre de 8,3% a ¢été rapporté. Finalement, lors de la co-
infection par Eimeria et C. perfringens, les groupes ayant préalablement recu un vaccin
pour la coccidiose ont été associés a des taux d’excrétion oocytaire et de C. perfringens
significativement plus faibles (279). Sur le méme principe, Tsiouris et coll. ont observé
des scores lésionnels significativement moindre, un pH intestinal plus ¢élevé ainsi que
des comptes de C. perfringens plus faibles chez des poulets ayant ét¢ immunisés contre
la coccidiose avant d’étre soumis a une infection expérimentale par Eimeria et par C.
perfringens (275). Chez les oiseaux ayant recu la vaccination contre la coccidiose,
I’infection expérimentale par Eimeria et par C. perfringens qui ont suivi ont été
associées a une réduction significative des comptes de C. perfringens provenant du
foie, ainsi que des lésions hépatiques associées a la bactérie. Les auteurs avancent
diverses hypotheses afin d’expliquer les résultats obtenus. En stimulant des
mécanismes des immunités spécifique et non-spécifique, 1’inflammation intestinale
locale associée au cycle de reproduction complexe d’Eimeria favoriserait le
développement d’une réaction immunitaire complexe, préparant ainsi mieux le systéme
immunitaire a se défendre adéquatement contre des infections subséquentes, telles que

I’entérite nécrotique ou la coccidiose. Aussi, en prévenant des lésions plus séveres
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causées par la coccidiose, un tel vaccin limiterait la quantité de nutriments disponibles
dans I’intestin et servant a la multiplication de C. perfringens. Finalement, la
prévention des Iésions extensives a la muqueuse intestinale causées par la coccidiose
empécherait ’attachement de C. perfringens, sa colonisation de I’intestin et sa
libération de toxines (49, 154, 156, 275, 280). La vaccination contre la coccidiose
représenterait donc un outil a deux fonctions : atténuer les effets négatifs de la
coccidiose sur la santé digestive et sur les performances zootechniques, en plus

d’assurer un role de soutien dans le controle de 1’entérite nécrotique (275).

2.4.2.6 Vaccination contre C. perfringens

Alors que des vaccins commerciaux efficaces sont disponibles pour plusieurs
conditions animales causées par C. perfringens, un seul vaccin commercial est
disponible pour le contréle de I’entérite nécrotique. Ce vaccin est composé de
I’anatoxine alpha, et a été formulé a partir d’une culture de C. perfringens de type A
d’origine bovine (281). Cependant, différentes stratégies ont été ou sont encore sous
¢évaluation afin de valider leur efficacité. Méme si quelques approches de contrdle de
la maladie décrites précédemment semblent posséder une certaine valeur en ce sens, il
semble logique de considérer le développement d’un vaccin comme faisant partie des
approches les plus prometteuses. Le vaccin idéal permettant de controler 1’entérite
nécrotique induirait le développement d’une immunité protectrice et son administration
de masse devrait pouvoir étre effectuée soit via 1’eau de boisson, soit via
I’alimentation. Une administration au couvoir, in ovo, au moment du transfert des ceufs

entre I’incubateur et I’écloseur ou en vaporisation directement sur les poussins lors de
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I’éclosion serait aussi une méthode de choix. Le défi reste cependant de taille, puisque
la réponse immunitaire des oiseaux suite a ’infection par C. perfringens demeure
encore largement incomprise (5, 199, 282). Ceci vient du fait qu’aucun antigéne
spécifique associé¢ au développement de la maladie n’a jusqu’ici pas été identifié, ce
qui rend difficile Dattribution des rdles précis joués par les différents médiateurs
impliqués dans cette réponse immunitaire. Différentes études évaluant différents
antigénes ainsi que différents moyens d’immunisation ont jusqu’a aujourd’hui été
réalisées. Méme si certains antigenes semblent plus aptes que d’autres a stimuler le
développement d’une immunité protectrice, certains facteurs ont ét¢ identifiés comme
ayant un impact sur le niveau observé de cette protection. Entre autres, la sévérité de
I’infection, la souche de C. perfringens en cause, les conditions d’alimentation et de
logement des oiseaux et le modele d’infection expérimentale utilisé¢ dans 1’évaluation
de cette protection semblent posséder une influence (89). Parmi les antigénes testés,
on retrouve des surnageants non-inactivés de cultures de C. perfringens, des toxines
brutes inactivées par la formaldéhyde, des toxines modifiées, ainsi que des protéines
hautement immunogénes. Des administrations sous-cutanée, intra-musculaire, et méme
per os par lentremise d’un vecteur vivant figurent parmi les diverses voies
d’immunisation ayant été évaluées. Toutes ces études permettent pour le moment aux
chercheurs de conclure que de multiples administrations seraient nécessaires afin

d’assurer une immunité qui soit suffisamment protectrice.

Pour le moment, aucune étude ne rapporte 1’efficacité d’une vaccination in ovo
pour le controle de I’entérite nécrotique (121). La vaccination des oiseaux

reproducteurs pourrait étre une avenue intéressante considérant le fait qu’elle
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favoriserait le développement d’'une immunité hative chez la progéniture, et puisque le
suivi de santé des troupeaux reproducteurs implique déja 1’administration de vaccins a
des moments précis de leur élevage. De cette fagon, la vaccination d’une poule
reproductrice permettrait de protéger tous les oiseaux de sa progéniture, ce qui
permetttrai donc d’assurer une immunité protectrice chez un grand nombre d’oiseaux,
diminuant par le fait méme le colt associ¢ a I’utilisation de ce vaccin. De plus,
I’immunité maternelle transmise aux poussins semblerait jouer un role important dans
la prévention de 1’apparition de la maladie pendant les premiéres semaines de vie. En
effet, les épisodes d’entérite nécrotique sont rarement observés avant 1’age de 3 a 4
semaines, moment associ€ a une baisse de I’immunité maternelle transmise aux
poussins. Peu d’études se sont intéressées a évaluer ’efficacité d’une vaccination des
oiseaux reproducteurs dans la prévention de 1’entérite nécrotique chez les oiseaux issus
des lignées parentales vaccinées (281, 283, 284). Le premier a s’y étre intéressé fut
Lovland dans une étude évaluant I’efficacité de deux vaccins, I'un composé des
anatoxines d’une souche de C. perfringens de type A, et I’autre d’une souche de type
C. L’immunisation des oiseaux reproducteurs a 11 et 18 semaines d’age a permis le
développement d’une réponse immunitaire, principalement médiée par des IgG, chez
les parents, mais a aussi assuré le transfert de cette immunité a leur progéniture.
Lorsque leur niveau de protection fut évalué dans un modele d’entérite nécrotique, bien
que I’'immunité n’ait pas prévenu complétement ’apparition de Iésions, les oiseaux
issus de lignées parentales vaccinées ont montré une réduction significative des
dommages intestinaux et hépatiques associées a la bactérie. La présence d’immunité

n’a cependant pas semblé avoir d’effet sur la présence de C. perfringens dans I’intestin,
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I’isolement de la bactérie étant comparable entre les groupes issus de lignées parentales
vaccinées et non-vaccinées (284). A 1’opposé, Crouch et coll. ont conclu que
I’efficacité de la toxine alpha a contrdler I’entérite nécrotique pouvait en partie étre
associée a la capacité¢ des anticorps développés face a cette toxine a limiter la
croissance de C. perfringens dans [’intestin. Dans cette ¢étude, une formule
commerciale de I’anatoxine alpha, Netvax'™ a été utilisée pour immuniser des oiseaux
reproducteurs aux ages de 11 et 18 semaines. Tout comme dans I’étude de Lovland et
coll., les chercheurs ont observé un transfert de I’immunité des parents a la progéniture
via le jaune de D’ceuf. Alors qu’aucune lésion macroscopique, signe clinique et
présence de C. perfringens étaient rapportés pour les oiseaux issus des lignées
parentales vaccinées, les oiseaux n’ayant pas recu d’immunité parentale ont présenté
des comptes moyens de 10° bactéries / g de fientes, une mortalité réduite, ainsi qu’un
score lésionnel moyen de 1,5 lorsque confrontés a 1’entérite nécrotique (283). Les
résultats variables quant a la protection offerte par la toxine alpha ont donc amené
Keyburn et coll. a évaluer la combinaison de I’anatoxine alpha a une protéine identifiée
comme un ¢lément important faisant partie de la pathogénie de I’entérite nécrotique :
NetB (285). En vaccinant les oiseaux reproducteurs a trois reprises avec un intervalle
de 2 semaines entre chacune des vaccinations, Keyburn et coll. sont parvenus a
stimuler le développement d’une immunité pouvant étre transférée a la progéniture, et
pouvant assurer un niveau de protection considérable lorsque ceux-ci ont été soumis a
une infection expérimentale pour 1’entérite nécrotique. Le vaccin offrant la meilleure

protection fut celui formé a la fois de I’anatoxine alpha et de la protéine recombinante



107

NetB pour laquelle des manipulations génétiques assuraient une réduction de la toxicité

(281).

Quoique plus difficilement praticable en production avicole et moins
avantageuse, la vaccination des poulets a chair a aussi été évaluée afin de prévenir
I’apparition de I’entérite nécrotique. Différents antigénes ont été ciblés a cette fin.
Cooper et coll. ont immunisé, par voie sous-cutanée, des poulets de chair, a 5 et a 15
jours d’age, avec un vaccin a base de toxine alpha recombinante. Ils ont ensuite, 10
jours plus tard, inoculé ces oiseaux avec C. perfringens ajouté a la ration, deux fois par
jour pour quatre jours consécutifs. Méme si une protection parfaite n’a pas été atteinte,
la vaccination a permis de réduire le nombre d’oiseaux présentant des lésions d’entérite
nécrotique (87,8% a 54,9%,), ainsi que le score moyen des lésions observées (2,37 a
1,35). Les oiseaux vaccinés présentaient des taux d’anticorps significativement plus
¢levés que les oiseaux non-vaccinés, autant avant 1’infection expérimentale qu’apres
celle-ci, avec des taux cinq fois et quinze fois plus ¢élevés respectivement (286). Jiang
et coll. ont quant a eux utilisé des protéines recombinantes identifiées comme étant
hautement immunogenes afin de vérifier leur pouvoir protecteur chez des oiseaux
soumis a une infection expérimentale d’entérite nécrotique. Ainsi, trois protéines
préférentiellement sécrétées par les souches virulentes de C. perfringens ont été
identifiées soit TpeL, une cytotoxine, Naglu, une endo-béta-N-acétylglucosaminidase
et Pgm, une phosphoglycéromutase. De ces trois protéines, seule Pgm a semblé offrir
une protection valable, Dans ce cas, le niveau de protection a semblé étre inversement
proportionnel a la sévérité de I’infection. Cependant, autant pour Pgm que Naglu, les

oiseaux vaccinés ont développé des anticorps spécifiques (287). Sur ce mé€me principe,
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Kulkarni et coll. ont identifi¢é cinq protéines hautement immunogeénes uniquement
sécrétées par les souches virulentes de C. perfringens (27, 199). Parmi celles-ci, la
toxine alpha, une glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH), une
pyruvate : ferredoxine oxydoréductase (PFOR), une fructose 1,6-biphosphate aldolase
(FBA) et une protéine hypothétique (HP). Les analyses effectuées par ELISA sur des
échantillons de sérum et de lavages intestinaux provenant d’oiseaux immuns ont
montré le développement de titres d’anticorps élevés et spécifiques face a ces
antigénes. En évaluant le pouvoir protecteur de chacune de ces protéines, les
chercheurs ont identifié¢ la toxine alpha, la HP ainsi que la PFOR comme étant les
antigénes offrant la meilleure protection lors d’une infection expérimentale sévére, la
protéine hypothétique donnant les résultats les meilleurs. Cependant, aucune des
protéines testées n’a conféré une protection compléte contre 1’apparition de lésions

associées a I’entérite nécrotique dans un modele d’infection expérimentale. (27, 199).

En ¢levage industriel, 1’administration de masse des mesures de controle
représente une économie de travail et de temps reliés au processus d’administration
(121). Pour cette raison, différents chercheurs ont évalué la pertinence d’avoir recours
a des vaccins composés de vecteurs vivants atténués et porteurs de protéines
immunogenes de C. perfringens (288-291). Pour le moment, le seul vecteur évalué
pour cette fin est une souche atténuée de Salmonella Typhimurium pour laquelle une
mutation a été introduite pour un gene associé¢ au métabolisme du microorganisme,
permettant au systéme immunitaire de garder le contrdle sur la bactérie vecteur. Le défi
avec les vaccins utilisant un vecteur est d’assurer une bonne colonisation de 1’hdte par

ce vecteur afin d’assurer une exposition ainsi qu’une persistance de la souche vaccinale
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qui soient suffisantes (121, 290). Dans une étude réalisée par Zekarias et coll., une
souche recombinante de Salmonella enterica Typhimurium a été utilisée comme
vecteur pour le domaine C-terminal de la toxine alpha de C. perfringens. Le vaccin a
été administré oralement a des poulets de chair de 3 et 17 jours d’age un dosage de 10°
ufc. Lorsque soumis a une exposition en continue a C. perfringens via 1’alimentation
deux semaines aprés I’immunisation, les oiseaux vaccinés ont montré une réduction
significative des scores Iésionnels associés a 1’entérite nécrotique, ainsi qu’un gain de
poids corporel supérieur. Les chercheurs ont aussi démontré que le sérum immun de
ces oiseaux, lorsque mis en contact avec des cultures de C. perfringens en bouillon,
parvenait a inhiber la croissance de la souche bactérienne (291). En ayant aussi recours
a un vecteur atténué de Salmonella Typhimurium, Kulkarni et coll. ont démontré qu’il
était possible d’utiliser les antigenes FBA et HP décrit ci-haut afin de stimuler le
développement d’une immunité protectrice chez les poulets vaccinés avec ce vecteur.
Quoique la réponse immunitaire engendrée par cette vaccination fut associée a une
réduction des scores lésionnels histologiques chez les oiseaux immunisés, cette réponse
était toutefois moindre que chez des oiseaux dont 'immunisation avait été réalisée en
injectant ces antigénes par voie intra-musculaire. De plus, certains antigénes tels que
PFOR ne semblent pas pouvoir étre administrés en utilisant des vaccins vecteurs (290).
Les mémes chercheurs ont répété 1’expérience en utilisant plutdt des fragments de la
toxine alpha et de la protéine HP correspondant a des épitopes reconnus par les
lymphocytes B. Les fragments de geénes correspondants ont ¢été clonés dans un
plasmide, qui lui fut introduit dans une souche atténuée de Sa/monella Typhimurium

servant de vecteur. Les oiseaux ont été immunisés oralement a 1 et 10 jours d’age, puis



110

certains d’entre eux ont méme regu une troisiéme vaccination, cette fois-ci par
injection intra-musculaire de la protéine alpha tronquée. Lorsque les chercheurs ont
soumis les oiseaux vaccinés a une infection expérimentale a C. perfringens, ils ont
remarqué que ceux-ci semblaient faiblement protégés et que cette protection variait
pour les différents antigénes utilisés. IIs ont aussi observé un degré de colonisation
pauvre par la souche vaccinale utilisée. Malgré cette faible protection, les oiseaux ont
tout de méme développé une réponse immunitaire, des immunoglobulines Y et A
spécifiques au vecteur, ainsi qu’aux antigenes de C. perfringens utilisés dans la
construction du vaccin ayant été détectés dans le sérum et dans les intestins des oiseaux
vaccinés. Les auteurs ont cependant conclut que du travail restait a faire quant a
I’optimisation de 1’expression des antigénes appropriés de C. perfringens par la souche
vaccinale vecteur, ainsi que sur 1’identification du vecteur approprié (289). Dans une
étude réalisée par Hoang et coll., ce sont plutdt des spores de Bacillus subtilis qui ont
été utilisés comme vecteur d’antigénes propres a C. perfringens. Cette approche
représenterait une avenue intéressante pour 1’industrie de la volaille du fait que les
spores pourraient étre a peu de frais incorporés a 1’alimentation, qu’ils sont résistants a
la chaleur nécessaire au processus de cubage de la moulée, et que Bacillus subtilis a
montré son utilit¢ dans une approche d’exclusion compétitive face a C. perfringens
(292, 293). De plus, en germinant a différents moments dans le petit intestin, les spores
agiraient directement a I’endroit ou C. perfringens cause les lésions lors d’entérite
nécrotique et assurerait le maintien d’une immunité constante. Les auteurs ont donc
utilis¢ un segment carboxy-terminal du geéne codant pour la toxine alpha qu’ils ont

fusionné au géne d’une glutathione-S-transférase de Bacillus subtilis d’une facon telle
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qu’ils ont pu évaluer trois fagons différentes d’exprimer la nouvelle protéine : a
I’intérieur des cellules végétatives, a la surface de la spore et une combinaison des
deux moyens d’expression précédents. Les auteurs sont parvenus a induire le
développement d’une réponse immunitaire puissante chez des souris face a 1’antigéne
ciblé, ce qui laisse croire que les spores de Bacillus subtilis pourraient représenter un
véhicule efficace pour délivrer des antigénes directement dans le tractus intestinal des

volailles (292).

Au final, le succés du contrdle adéquat de I’entérite nécrotique passe non
seulement par une approche ciblée contre C. perfringens, mais fait aussi appel, tout
comme le controle de d’autres conditions infectieuses, a la mise en place d’une régie
d’¢levage, d’une qualit¢ de I’alimentation et de I’eau d’abreuvement, ainsi que de
mesures sanitaires et de biosécurité adaptées. Une optimisation du niveau de santé du
troupeau tout comme la maitrise des facteurs prédisposant a I’entérite nécrotique

devraient aussi faire partie intégrante d’une stratégie de lutte efficace.

2.5 Caractérisation génétique de C. perfringens

Le typage des souches de C. perfringens est généralement effectué a I’aide
d’une approche par PCR visant la détection des genes codant pour les quatre toxines
majeures, alpha, béta, epsilon et iota (20, 34, 46, 102, 196, 294-297). Cependant, les
efforts déployés afin de mieux comprendre la pathogénie de 1’entérite nécrotique ont
permis ’identification de nouvelles toxines produite par la bactérie, et apportent une

nouvelle dimension a la caractérisation du microorganisme. Par conséquent, certains
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chercheurs suggerent que le temps serait venu de revoir la classification des souches de
C. perfringens basée sur la présence des toxines majeures (41). Malgré la mise en
¢vidence de ces nouvelles toxines, aucune pour le moment ne semble pouvoir étre
identifiée comme étant le facteur de virulence spécifique possédé par les souches de C.
perfringens capables de causer I’entérite nécrotique (84, 101, 103, 128, 196, 197, 298,

299).

Parmi les études réalisées au cours de la derniere décennie et visant a
caractériser des souches de C. perfringens, les chercheurs ont employé diverses
méthodes telles que le ribotypage, I’¢électrophorese en champ pulsé (PFGE), le MLST
(multilocus sequence typing), le MLVA (multilocus variable number of tandem repeat
analysis), ainsi que le séquencage de génomes entiers ou méme de plasmides
appartenant a C. perfringens (24, 46, 58, 59, 72, 80, 102, 132, 196, 198, 295, 300, 301).
En regardant les résultats des différentes études réalisées, il n’est pour le moment pas
possible de relier un sous-type précis de C. perfringens a I’apparition de ’entérite
nécrotique (300). En utilisant le ribotypage, De Cesare et coll. ont démontré que parmi
les 82,9% et 64,7% des 92 lots produits sans promoteurs de croissance et trouvés
positifs pour C. perfringens en Italie et en République tchéque respectivement,
plusieurs ribotypes pouvaient étre retrouvés. Plus d’un ribotype a été identifi¢ dans
76,5% des lots d’Italie et 57,1% des lots de République tchéque, soutenant le fait que le
typage de plusieurs souches de C. perfringens d’un méme troupeau étaient nécessaires
afin d’apprécier la diversité se retrouvant a I’intérieur de ce troupeau. Etonnamment,
des ribotypes identiques ont aussi été identifiés dans huit troupeaux distincts, alors que

les deux pays échantillonnés partageaient quatre ribotypes communs, laissant croire
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aux chercheurs que certaines souches de C. perfringens seraient ubiquitaires en
production avicole et persisteraient dans le temps (72, 300). C’est aussi la conclusion a
laquelle Craven et coll. étaient parvenus en démontrant que certains ribotypes de C.
perfringens pouvaient étre retrouvés sur une période d’échantillonnage de plusieurs
mois, et que ces ribotypes pouvaient étre observés a différentes étapes d’un systéme
intégré de production, telles que dans des troupeaux reproducteurs, au couvoir et méme

jusque sur les carcasses de volailles échantillonnées a 1’abattoir (80).

Des problemes de dégradation de I’ADN par des endonucléases appartenant a la
bactérie limitent quelques fois 1’utilisation de techniques telles que I’électrophorése en
champ pulsé (PFGE), faisant du ribotypage un outil de caractérisation intéressant pour
Clostridium (198, 302). Malgré ces problemes de dégradation d’ADN parfois
rencontrés, de nombreux chercheurs ont eu recours au PFGE, ces derniéres années, afin
de réaliser des études épidémiologiques sur C. perfringens, et ainsi tenter de
caractériser les souches associées a I’entérite nécrotique (46, 72, 102, 132, 196, 198,
301). Parmi les premieres études publié¢es, Engstrom et coll. ont comparé les profils
obtenus par PFGE a ceux générés par AFLP (amplified fragment lenght
polymorphism), et en sont venus a la conclusion que les deux méthodes possédaient
des pouvoirs de différentiation semblables pour les souches de C. perfringens. En effet,
le nombres de sous-types ainsi que le groupement de ces sous-types ¢Etaient
comparables pour les deux approches. La facilité d’interprétation des patrons de bandes
générés par PFGE rendait cependant cette méthode plus attrayante (46, 303). Ils ont
d’ailleurs pu démontrer que la diversité génétique observée pour C. perfringens était

grande puisque plusieurs patrons ont été identifiés et ce, méme si le nombre de souches
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caractérisées pour chacun des lots était restreint. Cette étude a méme démontré que le
retrait des antibiotiques promoteurs de croissance ainsi que des anticoccidiens avait
pour effet d’accroitre la diversité des souches de C. perfringens dans les lots soumis a
ce type de régime (46, 304). Et en comparant par PFGE des souches de C. perfringens
isolées de lots de poulets de chair aux prises avec des problémes d’entérite nécrotique a
celles retrouvées chez des lots sains, Nauerby et coll. ont mis en évidence des
différences significatives (198). Des 48 isolats provenant d’oiseaux sains, 25
pulsotypes différents ont été identifiés, et jusqu’a 5 pulsotypes différents pouvaient étre
retrouvés chez un méme oiseau en santé agé de 33 jours. A I’inverse, sur 208 isolats
provenant de 46 oiseaux issus de 12 fermes différentes affectées par 1’entérite
nécrotique, I’analyse de diversité par PFGE a démontré que pour la majorité des lots,
un seul pulsotype était identifié, et ce, méme si jusqu’a 30 isolats provenant d’un méme
oiseau ont ¢été caractérisés. Cette méme observation a été rapportée par
Gholamiandekhordi et coll., mais contredite par Johansson et coll. en ce qui concerne
les lots affectés d’entérite nécrotique dans la forme sous-clinique (196, 301). Il a aussi
été démontré qu’un traitement antibiotique chez les lots affectés par la maladie
permettait de restaurer la diversité habituellement observée en ’absence d’entérite
nécrotique (198). Les études de caractérisation génétique par PFGE ne sont par contre
pas parvenues a faire le lien entre un pulsotype et un pathotype associé¢ a I’entérite
nécrotique (46, 102, 132, 196, 198, 301). Nauerby et coll. ont méme montré qu’une
souche de C. perfringens pouvait étre identifiée comme le clone responsable d’entérite
nécrotique dans un lot de poulets de chair, alors que sa présence était sans conséquence

dans un lot parfaitement sain, soutenant I’hypothése qu’une souche virulente de la
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bactérie deviendrait pathogéne en se retrouvant en présence de conditions favorables
(198). C’est aussi ce que suggerent les résultats de 1’étude menée par Barbara et coll.
ou non seulement les souches de C. perfringens capables de causer I’entérite
nécrotique posséderaient un avantage compétitif par rapport aux souches commensales,
mais que ce niveau de compétitivité varierait méme entre les souches virulentes. Cette
capacité des souches pouvant causer I’entérite nécrotique a prendre préséance sur les
souches commensales pourrait entre autres étre expliquée par la production de
composés tels que des bactériocines, mais aussi a des capacités d’adhésion supérieures,
a une multiplication plus rapide, ou méme a la production de toxines spécifiques et

encore inconnues (131, 132).

En ayant recours au multi-locus sequence typing (MLST), Chalmers et
coll. ont apporté un regard différent sur les souches de C. perfringens impliquées dans
des cas d’entérite nécrotique (72). En fait, ils ont démontré que les souches isolées de
troupeaux de poulets de chair issus de deux intégrateurs distincts avaient tendance a se
regrouper en fonction de leur origine, laissant croire aux chercheurs que C. perfringens
pourrait se disséminer tout au long de la chaine de production chez un méme
intégrateur, et que les souches varieraient d’un intégrateur a ’autre, ce qui expliquerait
pourquoi I’entérite nécrotique pourrait étre plus problématique pour certains. La
résistance a la bacitracine semblait aussi étre corrélée avec le regroupement des
souches. Dans les lots affectés par 1’entérite nécrotique, les souches de C. perfringens
isolées d’oiseaux atteint par la maladie se retrouvaient dans les mémes groupements
que les souches provenant d’oiseaux sains du méme lot, soutenant 1’hypothese que la

seule présence d’une souche virulente est insuffisante pour déclencher un épisode
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d’entérite nécrotique chez un oiseau et que la présence de facteurs prédisposants est
essentielle (45, 72). La majorit¢ des geénes codant pour les quelques 17 toxines
produites par C. perfringens sont retrouvés sur de gros plasmides reconnus pour jouer
un role majeur dans la virulence des souches. A la lumiére des différentes études
réalisées récemment, il apparait évident que certains clones ou certaines lignées
joueraient un réle prédominant dii a une pathogénicité accrue (149). Dans 1’étude
menée par Lepp et coll., le séquencage du génome entier de sept souches de C.
perfringens isolées de cas cliniques d’entérite nécrotique et d’une souche provenant
aussi d’un cas clinique d’entérite nécrotique mais ayant été rendue avirulente suite a
son isolement en laboratoire est venu corroborer ces hypothéses. Les souches étudiées
possédaient entre deux et cinq plasmides dont la taille variait entre 45 et 150 kb. Sur
certains de ces plasmides, la présence des trois loci, NELoc-1, NELoc-2 et NELoc-3 a
été rapportée. Cette ¢tude a aussi démontré que NELoc-2 et NELoc-3 pouvaient aussi
étre retrouvés sur une souche devenue avirulente, suggérant un role prédominant de
NELoc-1, lequel contenant netB, dans la pathogénie de I’entérite nécrotique (24).
Cependant, méme en ne considérant que les souches virulentes portant le géne netB,
Parreira et coll. ont montré que les différents plasmides retrouvés sur les souches
pouvant causer 1’entérite nécrotique présentaient une organisation complexe des loci de

pathogénicité identifiés sur ces plasmides (59).
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Le but de cette étude était donc de comparer deux protocoles d’élevage, un
conventionnel et un combinant diverses stratégies alternatives en remplacement des
antibiotiques, dans huit élevages industriels de poulets de chair au Québec. Les
objectifs étaient ainsi de mesurer I’impact de chacun des traitements d’un point de vue
économique, mais aussi mais aussi en lien avec la santé digestive des oiseaux et les

populations de C. perfringens résidant dans les différents batiments suivis.



Chapitre 3. MATERIELS, METHODES ET RESULTATS
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3.1 ABSTRACT

The use of antimicrobial agents as feed additives in poultry production is a public
health concern due to the overall increase in antimicrobial resistance. Although some
alternative products are commercially available, little is known on their potential impact
on flock health and productivity. A prospective study involving 1.55 million birds was
conducted on eight commercial broiler farms in Québec, Canada, to evaluate the impact
of replacing antibiotic growth promoters and anticoccidial drugs by a drug-free program
including improved brooding conditions, anticoccidial vaccination, essential oil-based
feed additives and water acidification. Various productivity and health parameters were
compared between barns allocated to the conventional and the drug-free program.
Zootechnical performances were monitored as productivity criteria. Clinical necrotic
enteritis and subclinical enteritis occurrences, litter and fecal moistures content were
measured, microscopic gut health was evaluated. C. perfringens and Campylobacter spp.
strains were recovered from fecal samples collected during farm visits. C. perfringens
counts were used as poultry health indicators and Campylobacter prevalence was noted
as well. The drug-free program was associated with significant increase in feed
conversion ratio and decrease in mean live weight at slaughter and in daily weight gain.
An increased incidence of necrotic enteritis outbreaks and subclinical enteritis cases, as
well as an increase in litter moisture content at the end of the rearing period were also
observed for this program. Mean microscopic intestinal lesion scores and prevalence of
Campylobacter colonization were not statistically different between the two groups but
the drug-free program was associated with higher C. perfringens isolation rates.

According to the current study design, results suggest that substitution of antibiotic
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growth promoters and anticoccidial drugs by a drug-free program impacts various broiler

chicken production parameters and C. perfringens carriage levels.
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3.2 INTRODUCTION

The benefits of antibiotics used as growth promoters (AGPs) were discovered
during the 1940’s and has largely contributed to the rapid expansion of the poultry
industry worldwide (Dibner et coll., 2005; Niewold, 2007). AGPs are recognized to
contribute to the establishment of a healthy and functional intestinal tract, allowing, in
part, poultry producers to obtain maximum benefits of the high-yield broilers’ genetics
(Cooper et al., 2013; Danzeisen et al., 2011; Huyghebaert et al., 2011). However, early in
the use of antimicrobial agents in animal feed, concerns were expressed about the
possible development of resistant bacteria (Dibner et al., 2005). In the last two decades,
many aspects of antimicrobial use, including long-term sub-therapeutic usage in
intensively reared food-producing animals, have been identified to contribute to the
development and spread of resistant bacteria (Aarestrup et al., 2000; Aarestrup et al.,
2001; Asai et al., 2007; McDermott et al., 2002; Shea, 2004). Evidences from many
studies suggest that bacteria carrying antibiotic resistance genes can be transmitted from
animals to humans (Folster et al., 2012; Luangtongkum et al., 2006; Sahin et al., 2012;
Tremblay et al., 2011; White et al., 2002). Based on these results and in line with the
precautionary principle, the European Union Commission banned the use of antibiotic
growth promoters in animal feed in 2006 (Castanon, 2007). Moreover, the World Health
Organization concluded in 2014 that the use of antimicrobial agents as feed additives in
agricultural animals was a public health issue and that an urgent global coordinated
action plan was needed to reduce the use of these compounds in animal husbandry, as
many antimicrobial agents used in farm animal production are also used to treat

important human infections (WHO, 2014). An increasing pressure is now arising from
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the medical and veterinary communities, the regulatory agencies and the consumers to
reduce or eliminate antibiotics in the feed of food-producing animals (Dibner et al., 2005;
Engster et al.,, 2002; Sun et al., 2005). The use of AGPs will likely become more
restricted in the future, and the poultry industry will have to face this challenge. In
Canada, poultry production is not yet under this legislative framework. However, for
Canadian producers who want to produce drug-free broiler chickens, and as opposed to
the European countries where anticoccidial ionophore inclusion in broiler feed is
permitted, both antimicrobials and anticoccidial drugs are forbidden according to the
current legislation. This situation represents a greater challenge to the poultry industry as
coccidiosis represents a major predisposing factor for the occurrence of necrotic enteritis
(Dibner et al., 2005; Huyghebaert et al., 2011; Timbermont et al., 2011; Van Immerseel

et al., 2009).

Interest from the scientific community has been growing towards the
identification of new non-antibiotic alternatives to improve bird performances and also to
prevent colonization by zoonotic pathogens of human health importance, such as
Campylobacter jejuni whose infections in humans from industrialized countries are
exceeding those of Salmonella, Shigella and Escherichia coli infections combined (Allen
et al.,, 2011; Amerah et al., 2012; Hardy et al., 2013; Hume, 2011; Luangtongkum et al.,
2006; O'Bryan et al., 2008; Rosenquist et al., 2013). Some of the replacement products
such as organic acids, essential oils, herbs, probiotics and prebiotics have been found to
be variably effective to control these pathogens, but none of these alternatives has been
proven as efficient as AGPs in maintaining high production yields and controlling

necrotic enteritis (Niewold, 2007). To date, there are no reports on the effect of a
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combination of these products on economic and health conditions in commercial field
trials and despite the increasing trend of non-conventional rearing practices in broiler

chickens, still little is known on the consequences associated with it (Smith, 2011).

The main objectives of this study were then to evaluate the impacts, at the flock
level, of raising broiler chickens under a drug-free program including non-antibiotic
alternatives. Various parameters such as necrotic enteritis incidence, microscopic gut
lesion scoring, litter and feces moisture content, zootechnical performance data and
Clostridium perfringens occurence and Campylobacter jejuni flock status were selected

in order to monitor the impact of the drug-free program application.

3.3 MATERIALS AND METHODS

3.3.1 Study Design. A prospective study was conducted on eight poultry farms with two
identical 2 to 6 pen-barns for 6 consecutive producing periods as per the Canadian quota

system.

3.3.2 Farm Selection. Farms (designated 1 to 8) were selected within a radius of 150 km
from the Faculté de médecine vétérinaire of the Université de Montréal among voluntary
producers. Farms with two adjacent barns, similar in terms of dimensions, construction,
equipments and management practices and employees with the same chick, feed and
water supply were eligible for the study. Litter management also had to be identical for
both barns and fresh bedding material had to replace the used litter for each new flock
produced in every participating barn. On each farm, the conventional and drug-free
programs were randomly assigned and maintained throughout the duration of the study.

Only male broiler flocks at minimum and maximum values of stocking densities of 26
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kilograms per square meter of pen floor (kg/m?) and 31 kg/m” and with a maximum
number of 20 000 birds per barn for all the 16 barns were to be produced over the study
period. By entering this study, participants voluntarily agreed to comply with the
experimental protocol, collecting data for the duration of the project, and also attending a
training session for that purpose. A compensation calculation method was accepted by
the producers to cover for any possible economical losses, with drug-free barn being

compared to its conventional counterpart on the same farm.
3.3.3 Conventional Rearing Protocol

The conventional protocol consisted in raising broiler chickens by adding
antibiotic growth promoters and anticoccidial drugs in the feed as prescribed by the
veterinarian. No specific recommendations pertaining to water acidification and brooding
were given. This control group followed the conventional management practices as per
their feedmill and hatchery guidelines. Note that most protocols are modeled on Ross and

Cobb management handbooks (Aviagen, 2013; CoBB-Vantress, 2013)
3.3.4 Drug-free program

The drug-free program consisted in raising chickens with no antimicrobials and
no anticoccidial drugs added to the feed or to the drinking water and replaced by 3
commercially available essential oil based alternatives recognized for their beneficial
effect on digestive health in the literature and also identified as the poultry industry
leading practices in Québec. Anticoccidial vaccination at the hatchery, use of one of three
selected essential oil-based feed alternatives, drinking water acidification and optimized

brooding conditions were used in combination.
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3.3.4.1 Coccidiosis Vaccination. An anticoccidial vaccine (Coccivac ® B, Schering
Plough) was administered to chicks destined to the drug-free barn via spray cabinet at the

hatchery (Peek et al., 2011). A pink dye was present in the vaccine solution.

3.3.4.2 Feed and Feed Supplements. Because specific nutritional factors are recognized
to predispose to necrotic enteritis, feed composition of the drug-free barn was established
(Cooper et al., 2009). One of three commercially available essential oil-based products in
replacement of AGPs was added to the feed intended for use in the drug-free barn
(Boulianne, M., unpublished data). These products were mixed by an independent
feedmill, bagged and designated as premixes one, two and three (Oleo 10X-Oleo 500E,
Probiotech, International Inc. Québec, Canada, Proteos Galleos, Substancia Inc., Québec,
Canada, Biomin PEP, Biomin, Herzogenburg, Austria). Producers and people involved in
the study were blinded to product allocation to minimize any potential bias. Their
distribution to the participating feedmills was done respecting a random distribution over
farms and time. Also, feed composition was standardized for all participating farms
fixing maximum and minimum inclusion rates for the different feed ingredients (National

Research Council (USA). Subcommittee on Poultry Nutrition, 1994) (Table 1).

3.3.4.3 Water Quality. A commercial product made of an organic and inorganic acid
blend (Jefacid®, Jefo, Québec, Canada) was added to the drinking water to reach a pH

value of four throughout the rearing period.

3.3.4.4 Optimized Brooding Conditions. Specific recommendations were given for the
first four days of the rearing period. For every participating barn, a chick comfort zone

was delimited according to the heating system type and drinker disposition, in order to
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ensure optimum heating, feeding and drinking conditions. For every flock, pen floors
were covered with at least three to four inches of fresh bedding material and house pre-
heating was done at least 24 hours prior to chick placement. It was recommended that for
each pen, two fans be kept operating (at minimal speed) 24 hours a day, to ensure
noxious gas elimination. Water lines were cleaned, sanitized and flushed before
placement and flushed daily afterwards. Additional paper feeders and feed boxes were
added at a rate of one per 50 to 75 chicks to the comfort zone floor and were regularly top
dressed with new feed during the brooding period. New light bulbs were provided to
ensure appropriate lighting conditions (60 to 100 lux) directly above feeders and drinkers
for the first 48 hours. Chick cloacal body temperatures were monitored 24 hours post-
delivery and the confort zone ambient temperature was adjusted accordingly. Chicks
were visited by the participating producer three to four times during the first 24 hours
following placement to stimulate activity, as well as feed and water consumption
(Palliyeguru et al., 2014). Crop filling was measured 24 hours after placement to evaluate

feed consumption and brooding conditions were adjusted correspondingly.

3.3.5 Study Conduct and Data Collection

3.3.5.1 Data Collection. Various data were collected by the participating poultry
producers. Zootechnical performances were provided by the slaughter house and included
percentage livability, feed conversion ratio, average live weight, age at slaughter, total

condemnation percentages at slaughter, kilogram of broilers produced per square meter.
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Cloacal temperatures and body weights at time of placement were also measured for 50

chicks per barn. Water pH and chlorine values were monitored daily for both barns.

3.3.5.2 Farm Visits. For each producing period, all participating barns were visited three
times: 24 hours post-delivery, three weeks of age and on the day of shipping, for both
types of participating barns. For the 24 hour visit, as chicks were evenly distributed
between the test and the control barns, since placement was done simultaneously for both
barns, for every producing period, various parameters such as quality of anticoccidial
vaccination based on the percentage of chicks with presence of pink dye on the head,
crop filling and cloacal temperature were monitored. Results from the 24 hour-visits will
not be presented in this paper. A second visit was done when birds were three weeks of
age. Each floor was divided in four longitudinal parallel rows corresponding to the
walking path of the sampler. Up to ten samples were collected. For every pen,
approximately 30 g of a pooled sample of fresh feces and 30 g of a pooled sample of litter
were randomly collected on each floor surface and put into a Whirlpack® bag for relative
moisture content analysis. Hermetically sealed bags were stored at 4°C until time of
analysis. Another 10 g of a pooled sample of fresh feces from each pen was collected the
same way and put into Brucella broth freezing media (Becton, Dickinson and Company,
MD, USA) with 30% glycerol (Fisher Scientific, NJ, USA) for microbiological analysis.
Bags were kept on ice and brought back to the laboratory. For microscopic lesion score
establishment, six clinically normal looking birds, representative of the flock status, were
randomly selected in each barn and necropsied directly on the farm to collect a segment
of the duodenum and jejunum-ileum junction (approximately two centimeters proximal

and distal to the Meckel’s diverticulum) which was immediately preserved in 10%
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phosphate-buffered formalin. Another visit was conducted if an increased mortality rate
was observed by the producer. Necropsies were then performed on moribund and dead
birds. (Abildgaard et al., 2010a; Cooper et al., 2013). Finally, birds were visited on the
day before slaughter and fecal sampling was repeated. When visited at the end of the
rearing period, the presence of subclinical enteritis was assessed using the following
definition: lack of uniformity in birds, liquid droppings, and a humid and caked litter that
was qualified as such when upon squeezing a handful, it would remain shaped or excess

liquid content would leak (Abildgaard et al., 2010a).

3.3.6 Laboratory Analysis

3.3.6.1 Moisture Content Analysis. Each fecal and litter sample was homogenized and
individually tested. Five Grams were weighed and analyzed by a rapid desiccation (Miles
et al., 2011) method with a moisture analyzer (Denver IR120 Moisture Balance,
Laboratory Instrument Specialists, CA, USA). In order to use a single value for the
analysis, mean fecal and litter moisture content values, including the values found for

every pen of a barn, were calculated for each period of the study.

3.3.6.2 Microscopic Analysis of Digestive Tracts. Intestinal segments were fixed for at
least 48 hours in 10% phosphate-buffered formalin for histological scoring according to
Gholamiandehkordi et al., but with some modifications as certain evaluation criteria were
not considered (2007). Digestive tract samples were removed from phosphate-buffered
formalin and embedded in paraffin. Sections of approximately four um were cut and

stained with haematoxylin and eosin. Periodic Acid Schiff staining was also used for
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goblet cell visualization (Forder et al., 2007; Gholamiandehkordi et al., 2007; Teirlynck
et al., 2011). Histological analysis of the intestinal samples was done using standard light
microscopy (BX51, Olympus Optical Co., Ltd, Japan), a camera (QImaging, QiCAM,
Fast 1394, Surrey, BC, Canada) and a computer-based image analysis system (Image Pro
Plus, v7.0, Media Cybernetics Inc., Rockville, MD, USA). Villi fusion, presence of
coccidia, presence of bacteria, necrotic debris and capillary congestion were the five
different parameters used to establish a microscopic lesion score by adding up the results
of each parameter for a specific bird and then for each flock (see table 2). A mean

microscopic intestinal lesion score was established for both treatments.

3.3.6.3 Isolation and Identification of Clostridium Perfringens Strains. For each pooled
fecal sample collected during visits at three weeks of age and before slaughter, an
enrichment and a direct plating isolation protocols were used. For the enrichment
protocol, one milliliter of the fecal samples kept in Brucella broth freezing media and
glycerol was cultured in Cooked Meat broth (Oxoid) for 48 hours at 37°C under
anaerobic conditions (AnaeroGen Gas Generating System, Oxoid, Ontario, Canada). Ten
pL were inoculated on 5% sheep blood anaerobic Brucella agar plates with neomycin
(Oxoid, Canada), incubated in anaerobic conditions at 37°C for 48 hours. For each
sample, the identity of all suspect colonies showing typical beta-hemolysis was
confirmed by Gram staining and by the reverse CAMP test (Chalmers et al., 2008). Fecal
samples were also submitted to a direct plating protocol. Again, one milliliter of the fecal
samples kept in Brucella broth freezing media and glycerol was inoculated on
Perfringens Agar Base media (LAB M, UK) plates containing 5% egg yolk emulsion and

400 mg/L of D-cycloserine as a selective agent (LAB M, UK). Plates were then incubated
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in anaerobic conditions at 37°C for 48 hours. Bacterial growth from the last quadrant was
streaked on 5% sheep blood anaerobic Brucella agar plates with neomycin (Oxoid,
Canada), and grown in anaerobic conditions at 37°C for 48 hours. As for the first
protocol, all suspect colonies showing typical beta-hemolysis were selected and their
identity was confirmed by the reverse CAMP test. Strains isolated from both isolation
protocols were summed up for each fecal sample. Recovered strains were frozen in
Brucella broth (Becton, Dickinson and Company, MD, USA) freezing media containing

30% glycerol (Fisher Scientific, NJ, USA) at -80°C for further characterization.

3.3.6.4 Isolation and Identification of Campylobacter Strains. One loopful of fecal
material was directly plated on modified charcoal cefoperazone desoxycholate agar
(mCCDA) Preston (Oxoid,, Ontario, Canada), and incubated at 42°C for 48 hours in a
microaerobic atmosphere using Oxoid’s Atmosphere Generation System with the
Campylobacter gas generation kit. Typical colonies were identified and purified on
mCCDA Preston (Oxoid) and subsequently on blood agar (Fisher Scientific, Ottawa,
Ontario). Each isolate was identified by Gram staining and then frozen at -80°C in
Brucella broth freezing media containing 30% glycerol (Thibodeau et al., 2011).
Confirmation of strain identity was performed at a later time and was done by PCR

according to the protocol published by Persson and Olsen, 2005 (Persson et al., 2005).

3.3.7 Statistical Analysis

The statistical unit was the flock in all analyses. A mixed linear regression was

used to model each of the various zootechnical performance, moisture and microscopic
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intestinal lesion score indicators as outcome with treatment included as a fixed effect.
Each model accounted for repeated measures (i.e. multiple flocks) within barns and also
included the farm as a random effect. Two correlation structures were tested for the
repeated measures: compound symmetry (CS) and first-order autoregressive (AR(1)), and
one was selected based on the Akaike’s Information Criterion (AIC) (Dohoo et al., 2010;
Emborg et al., 2001). Residuals were visually assessed for normality and homogeneity of
variance. To improve model fit, the livability and percentage of condemnation were log-
transformed. Least square means were used to present results (which were back-

transformed on their original scale for log-transformed variables).

For dichotomous outcome variables (i.e. Campylobacter jejuni, necrotic enteritis
and subclinical enteritis status), a logistic regression model was first built with treatment
included as a fixed effect and farm as a random effect. Predicted probabilities of the
outcome variable for each treatment were used to present the results. However, for
clinical necrotic enteritis and subclinical enteritis, no convergence of the model was
reached due to the absence of cases in one of the treatment group. Thus, an exact chi-

square was used to estimate the effect of the treatment on their occurrence.

For Clostridium perfringens counts, a Poisson regression model was first built
with treatment included as a fixed effect and farm as a random effect. However, due to
poor fit of this model based on the ratio of the generalized chi-square over degrees of
freedom, a negative-binomial model with log link was used. Predicted counts for each

treatment were used to present the results.

3.4 RESULTS
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3.4.1 Farm Study Summary

The study was conducted from May 2011 to July 2012 and lasted 14 months. All
farms were part of the study for the six originally planned production periods, with the
exception of one participating producer who decided to withdraw from the study after
four production periods as his farm was experiencing recurrent clinical necrotic enteritis
outbreaks. Five randomly selected participating farms were allowed to extend the project
for an extra production period for financial reasons. A total of 51 flocks produced under
the drug-free program were compared to 51 paired-flocks conventionally-raised. All birds
were housed in a two- or three-storey barn. Results pertaining to the total number of birds
involved in the study and mean flock size are presented in Table 2. All the chicks
involved in the study were injected at the hatchery either with Ceftiofur® or Linco-
Spectin®. For the conventional flocks, four different antibiotics and eight anticoccidials
were added in rotation to the feed: bacitracin, tylosin, virginiamycin, bambermycin,
roxarsone, salinomycin, decoquinate, narasin, nicarbazin, maduramicin, clopidol and

monensin.

3.4.1.1 Water Quality. The drinking water pH and chlorine values were noted daily

(Table 2).

3.4.1.2 Performance Data. Livability, age at time of slaughter and percentage of total
condemnations were not significantly affected by implementation of the drug-free
program (Table 3). However, drug-free broiler chicken flocks presented a significant

decrease of 0.05 kilograms of mean live weight at time of slaughter, a lower daily weight
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gain (2.05 grams per day), a 0.06 increase in feed conversion ratio, a mean decrease of

1.48 kilograms produced per square meter.

3.4.1.3 Subclinical Enteritis Incidence and Clinical Necrotic Enteritis Outbreaks. A
barn was identified affected by clinical necrotic enteritis when one or many of the
following criteria were observed: a sudden increase in mortality, presence of moribund
birds, bloody droppings on the floor at time of visit with necropsied birds presenting
typical macroscopic necrotic enteritis lesions. Once diagnosed, a clinical NE outbreak in
a drug-free flock was immediately treated with essential oil-based products (Aqua-Rush
Probiotech, International Inc. Québec, Canada) via the drinking water. Flock health status
was then monitored on a daily basis by the veterinarian in charge of all the clinical

follow-up in this study, and treatment continued until complete recovery.

Application of the drug-free program in test barns was correlated with a
significantly higher incidence of clinical necrotic enteritis outbreaks, as well as an
increased prevalence of subclinical enteritis. While 27.4% of the drug-free flocks
experienced a clinical necrotic enteritis outbreak and 49.0% developed subclinical
enteritis as per our definition, no conventional flock had enteritis-related clinical signs. It
is noteworthy to mention that from the eight participating farms, recurrent necrotic
enteritis outbreaks were observed for all drug-free flocks from two specific farms.
Antibiotic therapy with penicillin was used in 2 of these NE-affected flocks (3.52% of the
total produced drug-free flocks), once on each affected farm, to control severe NE

outbreaks and avoid further NE-associated complications.
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3.4.1.4 Litter and Fecal Moisture Content. A total of 741 fecal and litter samples from
102 flocks were processed, analyzed and a mean value was calculated for every flock.
Statistical results showed that only the moisture content of litter samples collected prior

to slaughter was higher in the drug-free flocks (Table 3).

3.4.1.5 Microscopic Intestinal Lesion Score. A total of 270 birds (with an average of
nearly 3 birds per flock) were evaluated. Analysis demonstrated that the drug-free
program had no statistically significant effect on the mean microscopic intestinal lesion

score of birds submitted to this treatment.

3.4.1.6 Isolation and Identification of Clostridium Perfringens and Campylobacter
Strains. The prevalence of Campylobacter jejuni positive flocks was not statistically
significant different (p=0.33) between drug-free flocks (22%) and the conventionally-
reared ones (15%). However, the drug-free program was found to influence Clostridium
perfringens isolation rate as the mean number of strains recovered per flock was 13.1 for

the drug-free barns and 8.5 for their comparative conventional barns (p=0.02).

3.5 DISCUSSION

Since concerns are regularly raised with the use of AGPs in food-producing
animals, many efforts have been made to identify new strategies (Collignon, 2013;
Hume, 2011; Huyghebaert et al., 2011; Mathlouthi et al., 2012; Patterson et al., 2003;
Shea, 2004; Smith, 2011; Stanton, 2013; van den Bogaard et al., 2000; Verstegen et al.,
2002; Walsh et al., 2008; Wegener, 2003). Even if different AGP replacement products

have been tested, very few studies assessing the impact of an approach combining several
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of these in commercial poultry production conditions are available in the scientific
literature (Graham et al., 2007; Smith, 2011). In this study, different performance
parameters were selected to evaluate the influence of the application of a drug-free

program, including various strategies, in commercially-raised broiler chicken flocks.

The performance results of our field study contrast with those presented by
Graham et al. (Graham et al., 2007) in an economic analysis with large-scale empirical
data collected by the US broiler industry. By comparing differences in mortality rates,
average weight gain, feed conversion ratio and total condemnations, they estimated that
AGPs use in poultry production was associated with economic losses to producers as the
performance gains resulting from growth promoters were not sufficient to offset the cost
of the antibiotics. In the current study, the mean final weight of the drug-free groups was
50 g lesser or 2.06% inferior to the conventional chickens with a 0.06 unit or 3.37%
increase in the feed conversion ratio. This affected the daily weight gain which was
reduced by 3.15% (two grams) for the drug-free groups. These results are in accordance
with previously published data estimating that AGP withdrawal was associated with a
significant decrease in final body weight as well as an increased feed conversion ratio
(Butaye et al., 2003; Emborg et al., 2001; Engster et al., 2002; Smith, 2011). In our study,
the 3.37% increase in the feed conversion of the birds raised under the drug-free program,
which is slightly higher than what is reported in other European studies, could be
explained by the fact that anticoccidial ionophores, recognized to have an antibacterial
effect on Gram-positive bacteria, are currently used in the European countries, probably

enabling a better control of the adverse effects of Clostridium perfringens on gut health
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and performances (Allen et al., 2002; Cooper et al., 2009; Porter, 1998; Van Immerseel et

al., 2004).

One plausible explanation for the relatively lower performance loss observed in
our study when compared to others (Butaye et al., 2003; Emborg et al., 2001; Engster et
al., 2002; Smith, 2011) could be the use of an anticoccidial vaccination. This vaccination
has been shown to offer a protective effect for NE, to reduce the severity of lesions as
well as mortality associated with NE (Bangoura et al., 2014; McReynolds et al., 2004;
Tsiouris et al., 2013; Williams et al., 2003). Anticoccidial vaccination has also been
recognized to reduce the effects of Eimeria or Clostridium perfringens infections on
weight gain (Bangoura et al., 2014). Essential oil-based products added to the feed of our
drug-free flocks might also have helped maintaining growth performances (Bravo et al.,
2014; Cerisuelo et al., 2014; Mathlouthi et al., 2012; Tiithonen et al., 2010). Early
feeding, which was achieved by optimization of the brooding conditions in this study,
could also have contributed to maintain growth performances as well as promoting the
development of stronger immune function (Ao et al., 2012; Bigot et al., 2003; Dibner,
1998; Gonzales et al., 2003; Halevy et al., 2000). On the other hand, the overall effect of
organic acid inclusion in the drinking water in our study is not clear but we can
hypothesize that a low water pH, with its antibacterial effect, improved water quality
(Adil et al., 2010; Allaart et al., 2013; Che et al., 2012; Hernandez et al., 2006). However,
it is not possible from the results of this study to assess the relative contribution of each
element of the drug-free program in reducing the impact associated to the withdrawal of

antibiotic growth promoters and anticoccidials.



138

In the current study, statistically significant differences were not found for flock
livability parameter between both treatments. This could be attributed to the lower total
mortalities in drug-free flocks not experiencing clinical necrotic enteritis when compared
to their conventional controls, but also the fact that NE-affected flocks were rapidly
treated with essential oil-based products upon onset of disease, thus limiting the losses
due to NE-related mortalities. Similar results were presented in two studies evaluating the
impact of AGP removal in commercial broiler flocks. Emborg et al., in a Danish
retrospective study (November 1995 - July 1999) following AGP ban and including 6815
flocks from 575 different barns and 237 farms, reported a consequent reduction in
mortality rates in AGP-free broiler flocks over time (Emborg et al., 2001). A second
study evaluating the impact of AGP removal in a 3-year field trial in the United States
and published by Engster et al. in 2002, reported an average livability sometimes
negatively, sometimes positively affected by AGP removal, but with an overall slight
0.17% increase for this parameter. Engster et al. also reported that total plant
condemnation rates were not affected by AGP withdrawal, just as it was observed in the
current study (Engster et al., 2002). This result could partially be attributed to the use of
acidified drinking water, although in the scientific literature, contradictory information
can be found depending on the nature and the way of application of the organic acids
tested (Adil et al., 2010; Chaveerach et al., 2004; Che et al., 2012; Geier et al., 2010;
Hernandez et al., 2006). This could also be linked to the fact that raising broiler chickens
without antimicrobial feed additives was not associated with an increased incidence of
Escherichia coli infections, clostridial dermatitis, hepatitis and cholangiohepatitis or

other infectious conditions enhancing total condemnations at slaughter (Lovland et al.,
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2001; Marin-Flamand et al., 2014; Williams, 2002). Gangrenous dermatitis, a skin
condition usually associated with Gram-positive organisms such as Clostridium, also
often shows an increased incidence when AGPs are removed. Again, this condition was
absent from our drug-free flocks. It is noteworthy that a live anticoccidial vaccine was
used in all drug-free flocks and that an association between the use of such vaccine and a
decreased incidence of gangrenous dermatitis has been reported (Gladys, 2009; Phillips,

2008; Roney, 2008).

Within the 51 drug-free flocks produced in the current study, fourteen flocks
(27,4%) experienced a clinical necrotic enteritis outbreak and 25 flocks (49,0%) showed
subclinical enteritis. Reported prevalences for both clinical presentations vary widely
among studies and data on infection prevalences are scarce (Gholamiandekhordi et al.,
2006). In his paper, when both forms of the disease are considered together, Smith
reports prevalences of NE between 30% and 50% for drug-free flocks (Lanckriet et al.,
2010; Smith, 2011). As all antibiotic use is prohibited in drug-free poultry flocks based
on the Canadian legislation, a close clinical follow-up was performed in our study. When
a clinical necrotic enteritis outbreak was diagnosed, an alternative treatment with
essential oil-based commercial products was quickly established (Dorman et al., 2000;
Jerzsele et al., 2012; McReynolds et al., 2009). Even if these products have been shown
to improve gross and histological lesion scores in different experimental trials
reproducing necrotic enteritis, we observed that they do not control necrotic enteritis
outbreaks in field conditions as efficiently, economically and rapidly as antibiotics do
(Cross et al., 2007; Jerzsele et al., 2012; Mitsch et al., 2004; Timbermont et al., 2010).

Since treatment response was slower by a few days in sick flocks, this inevitably affected
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daily weight gains, feed conversion ratios and final weights of the drug-free groups. Very
few studies aiming at demonstrating this reality have been published so far, most of the
scientific reports presenting the positive effects of essential oils on preventing a
Clostridium perfringens challenge rather than against an already established clinical
disease (Mathlouthi et al., 2012; Mitsch et al., 2004; Si et al., 2009; Timbermont et al.,
2010). Despite a strict application of the drug-free program, efforts made to improve
hygienic conditions and management practices, recurrent clinical outbreaks were
observed for every drug-free flock on two participating NE-affected farms for the entire
duration of the study. This result contrasts with the reported seasonal trend of the disease,
with reported peaks in late winter and early spring months (Smith, 2011). Antibiotic
therapy used in two severely NE-affected flocks, though it has probably influenced
performances and mortality rates, didn’t seem to have an impact on the recurrence of the

outbreaks.

Litter moisture control was an ongoing challenge in this field study and the
statistically significant results regarding the influence of the drug-free program on this
parameter speak for themselves. Increased moisture was a problem mainly related to the
last two weeks of the rearing cycle. According to different publications, wet litter is often
linked to an altered digestive function and is often identified as a consequence of the
clinical and subclinical forms of necrotic enteritis. This is our primary hypothesis to
explain the higher litter moisture in our drug-free flocks at the end of the growing period
(Abildgaard et al., 2010b; Barri et al., 2011; Cooper et al., 2009; Smith, 2011; Teirlynck
et al., 2011; van der Hoeven-Hangoor et al., 2013). Wet litter is not only associated with

secondary health problems in poultry flocks such as footpad dermatitis, cellulitis and
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animal welfare, but can also influence the bacterial community found within a specific
house (Abildgaard et al., 2010b; Schrader et al., 2004; Shepherd et al., 2010; van der
Hoeven-Hangoor et al., 2013). Other studies showed that wet poultry litter harbors
approximately three times the bacterial load of its dry equivalent, is more dynamic over
time, and presents higher amounts of low G+C content Gram-positive bacteria, those
including species such as Clostridium perfringens (Dumas et al., 2011; Wadud et al.,
2012). Moreover, because wet litter tends to form a microaerophillic to an anoxic
environment, it might promote growth, survival and transmission of Campylobacter
jejuni and Clostridium perfringens. For Clostridium perfringens, this higher litter
moisture content might potentially have encouraged persistence of pathogenic strains
over time and have been associated with the recurrent clinical necrotic enteritis outbreaks
and the higher Clostridium perfringens counts observed in our drug-free barns (Dumas et
al., 2011; Kassem et al., 2010; Lovanh et al., 2007; Newell et al., 2003; Palliyeguru et al.,
2014). However, our results showed that the increased litter moisture content observed in
drug-free flocks was not associated with a greater prevalence of Campylobacter jejuni
positive flocks. Application of the drug-free program was not associated with a decreased
prevalence of Campylobacter jejuni positive flocks either, even though some of the
replacement products included in this program have been recognized to exert action on
Campylobacter jejuni control (Chaveerach et al., 2004; Grilli et al., 2013; van Alphen et

al., 2012).

Analysis of our results showed no statistically significant difference between the
microscopic intestinal lesions scores found for our conventional and our drug-free flocks.

As clinically normal looking chickens were randomly selected within the flock during
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each farm visit, the likelyhood of selecting birds with lesions at necropsy was decreased.
A live anticoccidial vaccine was also used for all drug-free flocks, this approach having
been associated with lower Clostridium perfringens counts, reduced severity of lesions as
well as decreased mortalities associated with necrotic enteritis (Bangoura et al., 2014;
McReynolds et al., 2004; Tsiouris et al., 2013; Williams, 2005; Williams et al., 2003).
Numerous reports can be found on the antibacterial effects of essential oil components
such as thymol, carvacrol, eugenol, rosemary, oregano, geraniol, cinnamaldehyde and
curcumin on pathogenic bacteria (Fu et al., 2007; Mathlouthi et al., 2012; Mitsch et al.,
2004; Penalver et al., 2005; Sokovic et al., 2010; Thapa et al., 2012). In an experimental
trial, Mitsch et al. found that essential oil components added to poultry feed significantly
reduced Clostridium perfringens intestinal counts as well as lesion severity and
mortalities associated with necrotic enteritis. Organic acids added to the feed or to the
drinking water are also recognized to have an effect on Clostridium perfringens growth in
the intestine without, however, influencing the intestinal micro-architecture (Adil et al.,
2010; Allaart et al., 2013; Geier et al., 2010; Golder et al., 2010; Kaldhusdal et al., 1999;
Si et al., 2007). Scientific literature supported our hypothesis that these products may
contribute to mitigate NE risks in drug-free flocks. Indeed, a reduced population of
Clostridium perfringens in the gut shows a positive correlation with lower NE incidence,
improved gut health, better nutrient absorption and ultimately, better performances
(Abildgaard et al., 2010a; Collier et al., 2003; Garces-Narro et al., 2013; Kaldhusdal et
al., 1999; Mitsch et al., 2004). However, these benefits may not be sufficient to prevent

severe NE outbreaks as well as the subclinical form of the disease on some poultry farms.
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Our results show that it is possible to commercially raise broiler chickens using a
drug-free program in the Canadian production system. However, it appears to be
associated with reduced performance results, as well as with a higher risk of experiencing
gut health problems such as clinical necrotic enteritis and subclinical enteritis for certain
farms. Previous studies have shown that barn conditions seem to largely influence the
microbial community found inside these barns (Dumas et al., 2011). Thus, considering
that necrotic enteritis could have significantly contributed to the impaired production
performances observed in this field study, it would represent an interesting avenue to take
a closer look at the different Clostridium perfringens strains initially found in the
participating farms and see how the application of the alternative protocol as well as the
recurrent necrotic enteritis outbreaks seen might have influenced Clostridium perfringens

population diversity.
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TABLE 1. Nutritional guidelines pertaining to feed composition for

all participating farms

Components

Barley
Distiller’s dried grains
Dog
Meat meal
Canola
Wheat
Gluten meal
Gluten feed
Feather meal
Fat
Bakery by-products
Vitamins and minerals

Phytase

Maximum
inclusion
rates (%)

2to7

15

4
10
as usual

permitted

159



TABLE 2. Summary of the results relative to the study conduct

Drug-free Conventional
program
Number of birds involved 773 114 785114
in field trial
Mean flock size 15159 15394
(nb of birds)
Mean water pH value 4.50 5.77

Mean chlorine value 3.64 3.64

160
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TABLE 3. Impact of the drug-free program on performance parameters and health status

a. Continuous outcomes

Drug-free Conventional
LSMeans S.E. LSMeans S.E. P value

Zootechnical performances

Livability (%) 98.37 0.31 98.63 0.31 0.49

Age at time of slaughter (d) 385 1.04 38.1 1.04 0.17

Percentage of condemnations (%) 270 0.22 2.55 0.22 0.45

Mean live weight at slaughter (kg) 2.38 0.05 243  0.05 0.01

Mean daily weight gain (g/d) 61.48 0.57 63.52 0.57 <0.001

Feed conversion ratio 1.84 0.04 1.78 0.04 <0.01

Kilograms per square meter 27.67 0.85 29.15 0.85 0.01
Mean litter humidity (%)

Three weeks of age 39.72  1.21 39.890 1.21 0.91

Day before slaughter 3999 1.79 3573  1.80 0.01
Mean feces humidity (%)

Three weeks of age 78.04  0.63 78.37 0.61 0.64

Day before slaughter 7730 0.70 77.54 0.70 0.81
Mean microscopic intestinal lesion 15.85 0.19 15.54 0.19 0.25
scores

b. Dichotomous outcomes

Drug-free Conventional P value

Clinical necrotic enteritis outbreaks (% 27.45 0 <0.001

flocks)

Subclinical enteritis cases (% flocks) 49.02 0 <0.001
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4.1 ABSTRACT

The growing pressure arising from consumers and governmental authorities to
reduce the use of antimicrobials in food-producing animals represents a major
challenge for the poultry industry. Banning the use of these compounds in broiler
chicken production has led to various problems in the European Union countries; with
necrotic enteritis being the most significant issue. In an effort to identify new
alternatives in replacement of antimicrobials, it becomes relevant to better describe the
impact of these alternative strategies on the population dynamics, in commercial
broiler chicken flocks, of Clostridium perfringens, the causative agent for necrotic
enteritis. Here, we report how a conventional rearing protocol which includes the use
of antimicrobials, and a drug-free program, which combines substitutes to
antimicrobials and improved management practices, affect resident C. perfringens
populations found in poultry barns at initial and final time points of a 14-month field
study. By using PFGE for molecular typing, rarefaction curves showed that C.
perfringens species richness was not different between farm protocols. A balanced
increasing diversity was noted for both farm rearing protocols between initial and final
time points of the study. PCR toxinotyping also showed an increased prevalence of
strains harboring more virulence genes at the end of the experiment, this situation
being correlated with a decreased frequency in strains carrying a single virulence gene.
We thus conclude that C. perfringens populations found in poultry barns are very
dynamic and that feed additives do not seem to play a major role in the genotypic

diversity of this bacterial species.
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HIGHLIGHTS

e We commercially raised broiler chickens using two different rearing protocols,

one of which excluding antibiotic growth promoters and anticoccidials

e We evaluated the influence of both protocols on C. perfringens population

dynamics

e Results showed that the temporal dynamics of C. perfringens does not seem to

be influenced by the different rearing protocols.

e An increase in the number of isolates carrying many virulence genes was noted

for both protocols.
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4.2 Introduction

Clostridium perfringens is a rod-shaped Gram positive anaerobic spore-forming
bacteria found ubiquitously in the digestive tract of warm-blooded animals and in soil.
The bacterium is recognized as a commensal of the digestive tract of its host, but can
also cause serious diseases such as necrotic enteritis (NE) in poultry. Classically, the
bacteria falls into five toxinotypes, from A to E, based on production of four major
toxins known as a, B, € 1. Type A can be found as part of the normal intestinal
microflora of various animal species, whereas types B to E are always related to
pathological processes in their host (Sawires and Songer, 2006). Additionally, C.
perfringens produces several extracellular toxins and enzymes for which genes can be

located either on the chromosome or on plasmids (Sawires and Songer, 2006).

In poultry, C. perfringens type A and C strains can cause necrotic enteritis,
making the bacterium one of the most clinically and economically relevant bacterial
pathogen for the industry (Van Immerseel et al., 2009). For years, sub-therapeutic
levels of in-feed antibiotics were routinely used to control the disease and to promote
broiler chicken growth (Golder et al., 2011). Because low-dosage inclusion of these
compounds in food-producing animal feeds contributes to the emergence and
persistence of antibiotic resistance genes within bacterial communities, European
countries have decided to discontinue the use of such compounds. As a consequence,
NE incidence significantly increased and many efforts have been made by the scientific
community to achieve a better understanding of the pathogenesis of the disease,

including the identification of bacterial host-encoded genes that could possibly be
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attributed to disease-causing strains (Lepp et al., 2013; Lepp et al., 2010; Seal, 2013).
Alternative control strategies such as the combination of water and feed additives have
been used to control the disease, (Van Immerseel et al., 2009; Wierup, 2001). Even if
showing promising results, none of these strategies have proven to be fully successful

in replacing antibiotics so far (Dibner and Richards, 2005).

Healthy broiler chickens have been shown to harbor several C. perfringens
genotypes, whereas only one or two virulent clones seem to predominate in NE-
affected birds (Barbara et al., 2008; Engstrom et al., 2003; Nauerby et al., 2003). The
inclusion of antibiotics and ionophore anticoccidials (antimicrobials) in the feed is also
associated with a reduced population of C. perfringens, these compounds preventing
the uncontrolled multiplication of the bacteria in poultry gut (Chalmers et al., 2008;
Knarreborg et al., 2002). However, little is known on how C. perfringens population
genetic diversity evolves, over consecutive flocks in a same broiler chicken barn, in
response to a conventional rearing method, as well as to a drug-free program, in
commercial production conditions (Lanckriet et al., 2010; Lu et al., 2003). Since
demand is increasing for drug-free poultry and because necrotic enteritis represents the
main issue in this type of production, it becomes relevant to assess the impact of drug-

free production over time (Huyghebaert et al., 2011; Parreira et al., 2012).

The aim of this study was to assess the impact of producing commercial broiler
chicken flocks, using two different rearing protocols : 1) a conventional protocol
including antimicrobials; and 2) a drug-free program (or alternative protocol)

combining different control strategies such as in-feed essential oil-based products,
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water acidification, anticoccidial vaccination, and improved brooding conditions on the
genetic diversity of C. perfringens, as well as on the prevalence of C. perfringens
strains harboring virulence genes. The genetic diversity evolution of C. perfringens
strains isolated from these flocks was compared between initial and final time points of
a 14-month field study by using PCR, PFGE and rarefaction curves (Gotelli and

Colwell, 2001; Nauerby et al., 2003).

4.3 Materials and methods

4.3.1 Sampling protocol

From May 2011 to July 2012, eight broiler chicken farms in the province of
Québec (Canada) were selected to take part in a fourteen month-prospective study
aiming at comparing conventional and drug-free broiler chickens (Gaucher et al.,
2015). A convenient sample of farms with two adjacent barns similar in terms of
dimensions, construction, equipments, management practices and employees, with the
same source of chicks, feed and water supply, were eligible to take part in the study.
For each farm, the two different rearing protocols were randomly assigned between the
two barns. Conventionally-raised flocks were fed a diet containing antimicrobials as
growth promoters (AGPs) and anticoccidials for coccidiosis prevention. Four different
antibiotics and eight anticoccidials were added in rotation to the feed: bacitracin,
tylosin, virginiamycin, bambermycin, roxarsone, salinomycin, decoquinate, narasin,

nicarbazin, maduramicin, clopidol and monensin. Water treatment and brooding
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conditions were left unchanged for these birds. In the second barn, designated as the
drug-free barn, AGPs and anticoccidials were withdrawn from the diet and replaced by
a protocol including anticoccidial vaccination by spray cabinet (Coccivac ® B,
Schering Plough) at the hatchery. Drinking water acidification with a commercial
blend of inorganic and organic acids (Jefacid®, Jefo, Québec, Canada) to a pH of 4
during all the rearing cycle was performed. Three commercially available essential oil-
based products were selected (Boulianne, M., unpublished data) used as feed additives
respecting a randomized-block design distribution over farms and time. These products
were mixed by an independent feedmill, bagged and designated as premixes one, two
and three (Oleo 10X-Oleo 500E, Probiotech, International Inc. Québec, Canada,
Proteos Galleos, Substancia Inc., Québec, Canada, Biomin PEP, Biomin,
Herzogenburg, Austria). Only one product out of the three was incorporated in a given
flock diet. All the chicks involved in the field study were injected at the hatchery either
with Ceftiofur® or Linco-Spectin®. Finally, every participating farm was also required
to comply with strict biosecurity measures in order to ascertain that each barn was

considered as a closed and unique entity (Gaucher et al., 2015).

For all farms, every pen of both barns was visited at three weeks of age, as well
as the day before slaughter for the collection of fecal samples. For the purpose of the
analysis presented here, only C. perfringens isolates corresponding to the day before
slaughter visit and to the first two and the last flocks produced on each participating
farms of the field study were considered and were attributed to the initial and final
diversity, respectively. Each pen was divided in four longitudinal parallel rows

corresponding to the walking path of the sampler. Up to ten samples were collected.
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Approximately 10 Grams of a pooled sample of fresh feces were collected per pen and
were put in a Whirlpack® bag containing 90ml of Brucella broth freezing media
(Becton, Dickinson and Company, MD, USA) including 30% of glycerol (Fisher
Scientific, NJ, USA). Bags were kept on ice during transportation and were

immediately frozen at -80°C upon arrival to the lab.

4.3.2 Isolation of C. perfringens strains

An enrichment and a direct plating isolation protocols were used. For the
enrichment protocol, one mL of fecal material was cultured in Cooked Meat broth
(Oxoid) for 48 hours at 37°C under anaerobic conditions (AnaeroGen Gas Generating
System, Oxoid, Ontario, Canada). We then inoculated 10 pL onto 5% sheep blood
anaerobic Brucella agar plates with neomycin (Oxoid, Canada), incubated in anaerobic
conditions at 37°C for 48 hours. For each sample, the identity of all suspect colonies
showing typical beta-hemolysis was confirmed by Gram staining and by the reverse
CAMP test (Chalmers et al., 2008). Fecal samples were also submitted to a direct
plating protocol. We inoculated 1 mL on Perfringens Agar Base media (LAB M, UK)
plates containing 5% egg yolk emulsion and 400 mg/L of D-cycloserine as a selective
agent (LAB M, UK). Plates were then incubated in anaerobic conditions (AnaeroGen
Gas Generating System, Oxoid, Ontario, Canada) at 37°C for 48 hours. Bacterial
growth from the last quadrant was streaked on 5% sheep blood anaerobic Brucella agar
plates with neomycin (Oxoid, Canada), and grown in anaerobic conditions at 37°C for

48 hours. As for the first protocol, all suspect colonies showing typical beta-hemolysis
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were selected and their identity was confirmed by the reverse CAMP test. Strains that
were recovered were frozen in Brucella broth (Becton, Dickinson and Company, MD,
USA) freezing media containing 30% glycerol (Fisher Scientific, NJ, USA) at -80°C

for further characterization.

4.3.3 C. perfringens reference strains

The following strains were used as positive controls in this study: C.
perfringens type A (AHL316, positive for plc gene), C. perfringens type A (AHL311,
positive for plc and cpe genes), C. perfringens type A (STF2003-1256, positive for plc
and netB genes), C. perfringens type B (AHL156, positive for plc, cpb and etx genes),
C. perfringens type D (AHL344, positive for plc and etx genes) and finally C.

perfringens type E (AHL155, positive for plc, iA, cpe and cpb2 genes).

4.3.4 Toxinotyping by multiplex PCR

Each strain included in this study was screened for the presence of virulence
genes encoding toxins. DNA extraction was performed according to Charlebois et al.
(2012) with slight modifications for PCR optimization. Briefly, isolates were grown
overnight on 5% sheep blood agar plates (Oxoid, Canada) at 37°C under anaerobic
conditions (AnaeroGen Gas Generating System, Oxoid, Ontario, Canada). A loopful of
colonies was suspended in 100 pL of a 10% Chelex 100 solution (Bio-Rad,

Mississauga, Ontario) and boiled for 20 minutes. Centrifugation at 13 000 rpm for 3
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minutes was done and the supernatant containing DNA was collected and used for
multiplex PCR. Two modified multiplex PCR protocols were used for the detection of
the toxin genes cpa (alpha), cpb (beta), cpb2 (R2), tpel (Tpel), and cpe (enterotoxin),
netB (NetB), i4 (iota), etx (epsilon), respectively. Primer sequences were designed
according to the protocols published by Charlebois et al. (2010) and Keyburn et al.
(2010). PCR amplification of the genomic DNA was performed with a 25 pL reaction
volume and was done using 2,5 uL of 10X PCR buffer (Invitrogen, Ontario, Canada),
0,05 pM of MgCl, (Invitrogen, Ontario, Canada), 3 units of Platinum® Taq DNA
polymerase (Invitrogen, Ontario, Canada), 25 uM of dNTPs (Bio Basic Inc.Ontario,
Canada), and specific concentrations of each selected primers (Invitrogen, Ontario,
Canada): 4,2 uM cpa, 1.28 uM cpb, 2,72 uM cbp2, 0.8 uM tpeL, 0.9 uM cpe, 0.6 uM
netB, 4 uM i4 and 0.7 pM etx. Denaturation (94°C, 60 sec), annealing (55°C, 60 sec),
and extension (72°C, 60 sec) were performed for 35 cycles. A hot start step of 2 min at
94°C and a 10 min final elongation step at 72°C were added. A 12,5 pL volume of the
PCR reaction product was submitted to electrophoresis using on a 1% agarose gel
containing 0,01% SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen, Ontario, Canada). A 100 bp

ladder (Track It, Invitrogen, Ontario, Canada) was used as a molecular weight marker.

4.3.5 Pulsed-field gel electrophoresis

Plug preparation, restriction digestion and electrophoresis conditions were

essentially performed according to the protocol previously described for C. perfringens
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by Chalmers et al. (2008). Isolates were grown at 37°C overnight on 5% sheep blood
agar (Oxoid, Canada) in anaerobic conditions (AnaeroGen Gas Generating System,
Oxoid, Ontario, Canada). As DNA degradation was a problem with C. perfringens
strains typing with PFGE, a formaldehyde treatment step, as described by Gibson et al.
(1994), was added to the initial protocol. Briefly, harvested colonies were suspended
in a 900 pl suspension buffer (75SmM NaCl, 25mM EDTA, pH 8) volume to a final
OD of 1,25 at 600 nm. Hundred pL of a 40% formaldehyde solution (Fisher Scientific,
NJ, USA) were added to the bacterial suspension. Suspensions were incubated for 1 h
at room temperature. Bacterial cell washes with saline (0,85%) were then repeated
three times and a final step involving bacterial cell suspension in 500 pL saline was
done. This final volume was embedded in an equal volume of 1,0% melted SeaKem
Gold Agarose (Lonza, USA), poured into plug moulds for solidification at 4°C for 30
minutes. Cell lysis was done by incubating the plugs at 37°C with gentle shaking for 5
hours in a lysis buffer (10mM Tris, 100mM EDTA, 50 mg/ml lysozyme (Sigma-
Aldrich, MO, USA). Plugs were rinsed for 15 minutes in TE buffer (10 mM Tris, 100
mM EDTA) and incubated overnight in EDTA 0,5M, 1% sarkosyl (Sigma-Aldrich,
MO, USA) and 2 mg/ml proteinase K (Fisher Scientific, Canada). To remove traces of
proteinase K, plugs were rinsed five times for 30 minutes each in washing buffer (10
mM Tris, 1 mM EDTA, pHS8). One plug per isolate was equilibrated in 200 pL
restriction buffer (New England BioLabs, Ipswich, MA) at room temperature for 20
minutes and then transferred into 200 pL of digestion buffer containing 100U of Smal
restriction enzyme (Chalmers et al., 2008) (New England BioLabs Inc., Ipswich, MA).

Low Range PFG marker (New England BioLabs Inc., Ipswich, MA) was used for
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molecular weight standard purpose. Electrophoresis was performed in TE 1% SeaKem
Gold Agarose gel that were ran in 2500 ml volume of 0,5% TBE buffer containing 200
uM thiourea (Sigma-Aldrich, MO, USA) at 14°C for 19 hours. Pulse times started at 4s
and ended at 38s, with linear ramping and a field of 6 V/cm in a Bio-Rad CHEF II
electrophoresis unit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Gels were stained with
ethidium bromide and photographs were saved as tiff-files and loaded into
BioNumerics software v6.0 (Applied Maths NV) for band matching. The unweighted
pair group for arithmetic means (UPGMA) tree-building approach with 0,5%
optimization and 1% position tolerance was used for band matching and
macrorestriction patterns similarity was compared using Dice coefficient. A
dendroGram was generated. A similarity of more than 95% was set as a limit for

isolates to be considered as a same PFGE type (Gholamiandekhordi et al., 2006).

4.3.6 Statistical analyses

4.3.6.1 Diversity analysis. First, we compared the number of strains and genotypes
obtained between the drug-free program and the conventional treatment. To do so, we
compiled the strains for each treatment into a single data frame and used a series of
Fisher’s Exact tests to test: 1) whether the ratio of strains observed between initial and
final time points changed between the two types of rearing methods, 2) whether we
observed an unbalanced increase in the number of genotypes in one type of rearing

method compared to the other.
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We controlled for the difference in strains isolated between the two rearing
protocols and compared the genetic diversity of isolated C. perfringens strains, both at
the start and at the end of the study period using rarefaction curves and extrapolation
curves. Rarefaction curves with 95% confidence intervals were computed to compare
the genetic diversity of isolated C. perfringens strains, both at the start and at the end of
the study period. Rarefaction curves are plots of the cumulative species richness as a
function of the numbers of individuals sampled and they allow comparison, on an
equal-effort basis, of species richness among specific environments, in this case, the
barns (Gotelli and Colwell, 2001). They also represent a process of interpolation from
the pooled species richness of the full set of samples to the expected richness of a
subset of those samples (Colwell et al., 2004). Rarefaction and extrapolation curves
with 95% confidence intervals were computed using the INEXT package as
implemented in the R  programming environment (v.3.1.2) (from

http://chao.stat.nthu.edu.tw/blog/software-download/inext-r-package/). Even if a

sample-based approach for rarefaction curves usually gives better results as it accounts
for natural levels of sample heterogeneity, an individual-based approach was retained
in the current study to provide specific and relevant information for microbial

population ecology description (Gotelli and Colwell, 2001).

Two different scenarios were tested: to avoid replication bias, any duplicate strain
corresponding to a same genotype and phenotype and isolated from a same sample but
using a different isolation method was removed from the dataset for the first scenario.

In a second part, these duplicate strains were considered in the analysis.



179

4.3.6.2 Toxinotyping analysis. We first used a series of Fisher Exact tests to investigate
whether toxin genes were identified at different frequency in the different treatment at
the start and at the end of the study. We also tested whether they changed in frequency
over the course of the experiment within each rearing protocol. Because of the multiple
statistical tests, we used a Bonferroni correction and adjusted our critical p-value (o=
0.00625). We also investigated whether the number of strains harboring multiple
virulence genes increased over time in either of the rearing protocols. We first
implemented a 2X3 contingency table (initial and final time points vs 0, 1 and 2 or
more virulence genes), and used the Fisher’s Exact test to evaluate if a change in the
ratio of C. perfringens strains carrying multiple virulence genes was observed over the
study period. We then investigated whether the changes in frequency of strains
carrying multiple virulence genes was due to changes in strains with two virulence
genes or strains harboring one or no virulence genes within each rearing protocol.
Again, because we conducted multiple statistical tests, we used a Bonferroni correction

and adjusted our critical p-value (o= 0.00625).

4.4 Results

4.4.1 Sampling and C. perfringens isolation and typing
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Antibiotics, anticoccidials and essential oil-based products used on participating
farms during field study are presented in Tables 1 and 2. From the eight voluntary
producers, five were randomly selected and allowed to extend the project for an extra
production period for financial reasons. For those farms, the 6™ and 7" flocks produced
were considered as the final sampling time point, whereas the 5™ and 6™ produced
flocks were attributed to the final sampling for the other farms. Producer from farm 4
decided to withdraw from the field study after four production periods due to recurring
clinical necrotic enteritis outbreaks in the drug-free barn. For this farm, only the first
two production periods were used for initial sampling, and no sampling was performed
at final time. A total of 1592 C. perfringens isolates were recovered from all the
sampling visits of the field study. However, 595 C. perfringens isolates were
considered for the current study as they were associated with the day before slaughter
visit, as well as with the first two and the last flocks produced on each participating
farms. A sub-sampling including 369 isolates was done to ensure an approximately
equal representation of each sub-group: drug-free versus conventional rearing protocol,
enrichment versus direct plating isolation method, initial versus final time points of the
experiment, as well as a similar number of strains retained for typing per farm. From
this total, 275 C. perfringens isolates were successfully typed by PFGE using Smal
restriction endonuclease. Degradation of DNA by endonucleases prevented typing of
94 isolates (see table 3). On average, the digestion of genomic DNA generated
genotypes comprising between 7 and 12 bands, allowing us to identify 146 genotypes
(see figure 3). The relative frequency of untypable strains between the different

isolation methods was not statistically different (Fisher’s Exact test; P = 0.40). This
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frequency was also not different between the two rearing protocols (Fisher’s Exact test;

P = 0.07). Untypable strains were discarded from further analyses.

While 158 strains isolated from the drug-free barns were typed, typing was
successfully performed for 117 strains from barns of the conventional protocol. A total
of 109 and 166 strains were attributed to the initial and final sampling time points of
the field study, respectively. A total of 73 and 77 genotypes were obtained from the
genotyping of the isolates recovered from the initial and final time points of the
sampling procedure, respectively. From that number, only 4 genotypes were found to
be part of both initial and final diversity groups. It is worth noting that for a same
sample, even if both isolation protocols occasionally yielded identical genotypes, the
two techniques typically generated distinct genotypes, even though a same fecal
sample was used for the two isolation procedures. For initial counts, only three
genotypes (genotype # 77, 81, and 127) were generated concomitantly by the two
isolation methods, whereas the typing procedure realized on strains corresponding to
the final counts identified eight common genotypes (# 23, 25, 29, 30, 34, 35, 36, and
46) between both isolation procedures. Statistical analyses showed that the two
different isolation methods did not differ in their ability to isolate strains over the
course of the study (Fisher’s Exact test: P = 0.53) or to isolate unique genotypes
(Fisher’s Exact test: P = 0.39). In other words, even though we isolated more strains
with the direct plating isolation method (tsc), the relative number of strains and
genotypes was conserved across both isolation methods. We thus combined unique
genotypes obtained from either isolation methods into a single dataset for further

analyses.
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4.4.2 Genotypic diversity

Overall, we observed a higher number of isolates in drug-free barns (Table 2).
We found, however, that the increase in the number of strains isolated at the end of the
study when compared to the initial sampling was similar in both farm rearing protocols
(P = 0.81). Thus, in both cases, a significant result indicated that the relative number of
strains changed over time. In other words, it could indicate that the number of isolates
or genotype increase (or decrease) significantly in one treatment when compared to the
other. Using genotypic profiling from PFGE analyses, we then compared whether we
observed a change in the number of unique genotypes between both types of rearing
methods. Again, we observed no significant difference when comparing both rearing
protocols: the number of genotypes identified between the initial and final time points
of the study was proportionally similar in both treatments (Fisher Exact test: P = 0.76).
In other words, neither treatment favored an increase or a decrease in genotypic
diversity compared to the other one as the number of C. perfringens strains increased

in both cases.

We then used a set of rarefaction and extrapolation curves to compare the
genetic diversity found in drug-free and conventional groups when controlling for
sample size at the different time points of the study. The rarefaction curves (full line in
Figure 1 and 2) enable to compare the genotypic diversity observed in the two rearing
protocols for a similar number of strains. Given the rarefaction, we see that there is no
difference in genotypic diversity between the samples associated with the drug-free

program and conventional treatment at the start of the study. Interestingly, we observed
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a small increase in diversity in the drug-free barns, but this difference is not significant
when considering the calculated 95% confidence intervals. When we consider the
extrapolation curves (dashed lines in Figure 1 and 2), which allow comparing the
predicted total genotypic diversity if we were able to increase the sampling efforts, we
see that there is no significant difference in predicted diversity between the samples
associated with the drug-free and conventional rearing protocols. Also using
rarefaction and extrapolation, we compared genotypic diversity observed at the start of
the study to that observed at the end of the study within each rearing protocol. We
found that genotypic diversity was slightly higher at the start of the study in both drug-
free (Figure 2A) and conventional barns (Figure 2B), but these differences were not
significant and disappeared when considering extrapolations. Taken together, these
results suggest that even though the drug-free program might allow for a higher
number of strains, there is no difference in genotypic diversity between both farm

rearing protocols.

4.4.3 Toxinotyping by multiplex PCR

Toxinotyping results are presented in Table 4. Statistical analysis showed that
the toxin genes cpb2 and netB were detected at similar frequencies within barns
submitted to both farm rearing protocols at the start of the study (Fisher Exact test: P =
0.83 and P = 0.07, respectively). For B2-toxin gene, even though we observed an
increase in cpb2 detection frequency between initial and final time points, in both drug-
free (Fisher’s Exact test: P < 0.001) and conventional (Fisher Exact test: P = 0.03)

barns, only the increase associated with the drug-free program was found to be
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significant when a Bonferroni correction controlling for multiple testing was applied
(adjusted alpha for 8 tests = 0.00625). On the other hand, we detected an increase in
netB in both the drug-free program (P < 0.001) and the conventional treatment (P <
0.001) as well. Interestingly, both c¢pb2 and netB genes were found at the same

frequency in both rearing protocols (P = 0.07).

We then looked at patterns in the number of virulence genes harbored by strains
in both drug-free and conventional barns. First, we looked at overall trends in change
in frequencies of strains harboring 0, 1, or 2 virulence genes within each barn type. We
found that the number of virulence genes carried by bacteria strains changed over time
in both drug-free (Fisher’s Exact test; P < 0.0001) and conventional barns (P < 0.0001).
For both the drug-free and the conventional rearing protocols, this increase was
explained by an increase in strains harboring two virulence genes (P < 0.0001 and P <
0.0001, respectively) and a decrease in strains harboring no or one virulence gene (P <
0.0001 and P < 0.0001, respectively). We also found that, even though the number of
strains with two virulence genes was not different at the start of the study (P = 0.05),
the number of strains with two virulence genes reached a higher frequency in drug-free

barns at the end of the study (P = 0.002).

4.5 Discussion

Little is known about C. perfringens population evolution in poultry farms, and

still less is known about the impact of replacing antimicrobials by a drug-free program
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on this population structure. The current study provides new insights into C.
perfringens population dynamics and is, to our knowledge, the first study assessing the
effect of different rearing protocols on C. perfringens population dynamics in poultry

farms, over a 14-month period.

Based on previous work, we expected to see higher numbers and greater
diversity of C. perfringens strains in the drug-free barns (Knarreborg et al., 2002).
However, we found that the ratio of strains isolated from both the initial and final time
points of the study was not statistically different between both farm rearing protocols,
confirming a proportional representation for all compared groups. However, as the
rarefaction curves are still steep at the level of sampling for this study, this effort could
nonetheless have been low relative to the true richness of our C. perfringens microbial
inventory, supposing that a considerable portion of this diversity could further be
explored by increasing the sampling effort (Hughes and Hellmann, 2005). Another
explanation for the steep appearance of the computed rarefaction curves could be a
consequence of the high discriminatory power of the PFGE method (Nauerby et al.,

2003).

An interesting result was the absence of a significant effect of the rearing
protocol on the dynamics of C. perfringens genotypes over time, both barn types
showing a balanced increase in the number of genotypes observed at the end of the
field study. This observation confirms that in a relatively homogenous environment, a
bacterial population exhibits great and increasing diversity (Maharjan et al., 2012). Our

results overlap, to some extent, with those published by Chalmers et al. when
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comparing the genetic diversity observed for C. perfringens strains isolated from two
adjacent barns on a same farm (Chalmers et al., 2008). It is thus not surprising to see
identical genotypes among our two rearing protocols, as barns for each participating
farm were very close proximity on a same farm. They were supplied with the same
litter, feed, water and bird source and visited by the same farm personnel as well
(Chalmers et al., 2008). Our results are also in agreement with those of a previous
study reporting phylogenetically similar strains recovered from organically and
conventionally-raised birds. However, the analysis was performed on both a limited
number of birds and strains, which limits the extrapolation of these results to ours
(Brady et al., 2010). It is though interesting to note that the genotypes found between
the initial and final sampling time points of the study in a same barn are, generally
genetically distinct. Different hypothesis could explain this observation. Amongst other
things, chicks, bedding material, feed and breach in biosecurity measures could be
identified as potential sources of many of these new genotypes observed at the end of
the study (Craven, 2003, Craven, 2001, Craven, 2001). Unlike their conventional
counterparts where antimicrobial selective pressure on the resident C. perfringens
population could lead to a feedback process known as niche construction, the greater
diversity observed in our drug-free barns could be due to the withdrawal of
antimicrobials. (Chalmers et al., 2008; Engstrom et al., 2003; Wu et al., 2014).
However, as opposed to the absence of a short-term bacitracin withdrawal effect on
strain diversity observed by Chalmers et al., a drug-free program seems to positively
influence C. perfringens population heterogeneity. However, statistical analysis

showed that there was no influence of the rearing protocol on the magnitude of this
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diversity change over time. The population variance observed over time in both barn
types may reflect the higher adaptation capacity of a specific population facing a
challenging colonized habitat (Rius and Darling, 2014). The comparable increase in
both drug-free and conventional species richness over the study period, even in the
presence of the selective pressure created by antimicrobial use in conventional barns,
could in part be explained by the creation of a certain balance between C. perfringens
communities living in the two barns of a same farm. The higher number of genotypes
shared among both rearing protocols between both time points of the study could
further support this hypothesis. This observation could, among other factors, be
explained by common supplying sources, as well as by breaks in biosecurity measure
compliance on certain participating farms (Craven et al., 2003; Racicot et al., 2011).
However, a greater increase in C. perfringens population diversity observed for the
drug-free program could have been masked by the presence of recurrent necrotic
enteritis outbreaks on two participating farms. During a necrotic enteritis outbreak,
usually one C. perfringens virulent clone displaces the commensal strains while
multiplying in the gut (Barbara et al., 2008; Nauerby et al., 2003). This selective
multiplication could then have negatively influenced the evolution of C. perfringens
diversity in these affected barns and could explain the lower increase in diversity

observed for strains recovered from the drug-free barns.

Prevalence of each toxin genes reported here is in accordance with those
published elsewhere (Abildgaard et al., 2010; Chalmers et al., 2008; Crespo et al.,
2007; Engstrom et al., 2003; Johansson et al., 2010). However, prevalences of cpb?2

and netB genes were relatively high. As cpb2 and netB reside on large plasmids, the
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acquisition of these mobile genetic elements by C. perfringens strains could foster
rapid emergence of new clones. These plasmids are also recognized to bear fitness
genes, representing a competitive advantage for the bacteria acquiring those plasmids
(Gyles and Boerlin, 2014; Parreira et al., 2012; Rius and Darling, 2014; Sawires and
Songer, 2006). Moreover, the increase in the prevalence of strains harboring more
virulence genes at the expense of strains for which only one or two virulence genes had
been identified over the 14-month period suggests a high transmission rate of these
mobile genetic elements within the population, and might relate them to major
ecological functions by allowing the carrying strains to maintain either symbiotic or
pathogenic relationships with their environment or host. It also confirms the dynamic
nature of C. perfringens populations (Heuer et al., 2008; Lepp et al., 2013; Lepp et al.,
2010; Sawires and Songer, 2006). More concerning would be the acquisition of these
mobile genetic elements by strains possessing the chromosomal background conferring
them the superior ability to initiate a necrotic enteritis outbreak in the presence of
predisposing factors such as antimicrobial withdrawal (Hibberd et al., 2011; Lepp et

al., 2013; Parreira et al., 2012).

Bacterial isolation was done by using two microbiological methods to
maximize the likelihood of detecting C. perfringens, contrasting with previous work on
C. perfringens (Dennison et al., 2005; Engstrom et al., 2003; Nauerby et al., 2003). No
significant difference was observed between both isolation methods in their ability to
generate unique genotypes. However, very few of these genotypes were shared among

both microbiological methods even if a same fecal sample was used for each sampling
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result. More than one isolation procedures has thus the advantage of not only yielding a
maximum number of strains, but also allowing a better assessment of the diversity.
Influence of the culture media on strain and genotype recovery has been reported for
other bacterial species such as Campylobacter spp. and Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (Cernicchiaro et al., 2008; Williams et al., 2012). However, even
though each isolation method generated different genotypes, the high C. perfringens
genotypic diversity observed in the current study and reported by other authors, should
be taken into account when considering the ability of both microbiological procedures

to yield unique genotypic types (Nauerby et al., 2003, Chalmers et al., 2008).

In the current study, one quarter of the initial 369 isolates was discarded
because of DNA degradation, which represents a higher percentage of what has already
been reported (Johansson et al., 2010, Naeurby et al., 2003). The PFGE typing of the
275 strains generated 146 genotypes. The high genetic diversity found is in agreement
with other results (Chalmers et al., 2008; Engstrom et al., 2003; Gholamiandekhordi et

al., 2006; Johansson et al., 2010; Nauerby et al., 2003).

The diversity observed of C. perfringens populations does not seem to be
influenced by either a drug-free program or a conventional rearing protocol. The
species richness found in both barn types of this study seems to be high, as saturation
was not observed with the rarefaction curves. This observation suggests that many
more genotypes remain to be sampled in these barns. Finally, even though virulence

genes dissemination essentially behave in a similar way between both barn types, it
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was slightly more pronounced in drug-free barns. It then becomes relevant to more
specifically evaluate the temporal population dynamics of C. perfringens in these
barns, considering the fact that some of these farms seem to be more prone to recurring

necrotic enteritis outbreaks.
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Table 1. Random attribution of the three essential oil-based products (1,2,3) for to the production
of drug-free flocks in eight Québec commercial broiler chicken farms.

Farm

id

Production period

7

4 5
3 1
3 2
2 3
Participant’s
1 withdrawal
1 2
2 3
2 1
1 3

2

Study
completed

2

3
Study
completed

3
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Table 3. Number of positive isolates for Clostridium perfringens initially planned
to be used for rarefaction curve generation and the number of these isolates
actually used due to untypability by PFGE

Actual number of strains genotyped/Number of isolates
planned for genotyping

Type of diversity and .
isolate origin Drug-free program Conventional protocol
Initial diversity
Direct plating 37/52 19/34
Enrichment 31/49 22 /41
Total 68/101 41/75
Final diversity
Direct plating 48 / 56 46 / 48
Enrichment 42 /49 30/39

Total 90/ 105 76 /87
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Table 4. Number of isolates genotyped Clostridium perfringens strains and
corresponding number of genotypes identified between farm rearing protocols,
sampling time points and isolation methods

Number of genotypes identified/Number of isolates

genotyped

Type of diversity and isolate .
origin Drug-free program Conventional protocol
Initial diversity

Direct plating 28 /37 16 /19

Enrichment 21/31 17 /22

Total 49 /46 33/41
Final diversity

Direct plating 28 /48 20/ 46

Enrichment 23/42 20/30

Total 49/90 40/ 76




Table 5. Distribution of Clostridium perfringens strains positive for the toxin genes
screened between drug-free and conventional protocols, and initial and final time

200

points of the study.
Number of % positive isolates for each toxin gene (C)
isolates
(A) cpa  cpb cpb2* tpel netB* iA etx cpe
Rearing protocol
Conventional 117 100 O 79.5 0 632 0 0.8 0
Drug-free 158 100 O 82.3 0 785 13 0 0
Sampling time
Initial 109 100 O 70.0 0 523 1.8 09 O
Final 166 100 0 90.4 0 849 0 0 0

A: comparing the relative number of isolates in each treatment at initial and final time points

C: comparing the relative number of isolates carrying virulence genes within any given
treatment between initial and final time points

*indicates a significant difference in the ratio conventional and drug-free farms (using

Bonferonni corrections)



Figure 1. Species richness estimates in drug-free (red) and
conventional barns (blue) at the start (A) and at the end of
the experiment (B). Species richness for rarefied (full lines)
and extrapolated (dashed lines) curves for up to 200 samples

with 95% confidence intervals.
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Figure 2. Species richness estimates (nb of genotypes vs nb of isolates) in drug-free
(A) and conventional barns (B) at the start (blue) and at the end of the experiment
(red). Species richness for rarefied (full lines) and extrapolated (dashed lines)

curves for up to 200 samples with 95% confidence intervals (shade area).
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Figure 3. Dendrogram showing the distribution of the 146 genotypes from the 275
Clostridium perfringens isolates obtained by unweighted pair group method using
arithmetic averages clustering with a Dice coefficient and 1% position tolerance.
Informations to the right of dendroGram correspond to farm identification,
rearing protocol, isolation media, sampling timepoint and genotype number.
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5.1 Abstract

Extensive use of antibiotic growth promoters (AGPs) in food animals has been
questioned due to the global increasing problem of antibiotic resistance. For the poultry
industry, digestive health management following AGP withdrawal in European
countries has been a challenge, with necrotic enteritis representing the main issue.
Accordingly, considerable research efforts have been made by the scientific
community to better understand and control the factors affecting gut health in
commercial broiler chicken husbandry. Understanding the precise role of Clostridium
perfringens in necrotic enteritis pathogenesis is a key element for a sustainable and
cost-effective production in the absence of AGPs. Using PCR and PFGE molecular
approaches, we evaluated how C. perfringens population evolved, in drug-free
commercial broiler chicken flocks, either healthy or with recurring clinical necrotic
enteritis outbreaks, over a 14-month period. Results showed that a high genotypic
diversity was associated with an increased risk of experiencing clinical necrotic
enteritis. Also, NE-affected farms showed a significant reduction of this C. perfringens
genotypic diversity over time, as well as an increase in the number of C. perfringens
strains harboring multiple virulence genes. Necrotic enteritis occurrence not only
seems to be correlated with the presence of an initially highly diverse C. perfringens
population, but appears to largely influence the evolution of this species richness in

poultry farms within a 14-month period.
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5.2 Introduction

In order to meet the constantly growing demand for poultry meat, high
production standards must be met to ensure optimum feed efficiency, weight gain and
subsequent meat yield. In this context, a healthy and functional digestive tract in
commercially-raised broiler chickens is essential. Antibiotic growth promoters and
anticoccidials (antimicrobials) have long been used to positively impact this precarious
intestinal health balance and prevent a diseased state under intensive commercial
broiler production conditions (Porter, 1998; Daniel et al., 2011). However, the large-
scale use of antimicrobials in animal production is no longer considered as an optimal
option due to concerns raised over food-producing animals representing a major
reservoir for the transmission of antibiotic resistant pathogens to humans (Seal et al.,
2013). Unfortunately, antimicrobials withdrawal represents one of the most triggering
factors affecting gut health in intensively-reared broiler chickens (Timbermont et al.,
2011). Indeed, following the voluntary ban on antibiotic growth promoters (AGPs) in
European countries, expected effects on production performances were noted, but this
decision was also correlated with an increased incidence of digestive problems in
poultry flocks, such as necrotic enteritis (NE) (Van Immerseel et al., 2009).
Accordingly, these regulatory restrictions, as well as the rising limitations linked to the
use of these compounds in other countries, have forced the poultry industry worldwide
to work at identifying applicable alternatives able to keep gut health issues under

control (Yegani and Korver, 2008).

Necrotic enteritis is a disease caused by Clostridium perfringens and impacts

the economic, welfare, as well as the food safety aspects of the production (Van
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Immerseel et al., 2004). Two presentations of the disease are recognized, the acute
clinical form being the most devastating with mortality rates sometimes rising up to
50% (Cooper and Songer, 2009). The sub-clinical form is rather characterized by
production losses due to altered digestive conditions caused by chronic intestinal
mucosal damages combined with the absence of typical clinical signs in affected birds
(Van Immerseel et al., 2004; Bannam et al., 2011). Nevertheless, as the exact mode of
action of AGPs is yet to be explained, the identification of broadly effective
replacement solutions to control NE in the absence of AGPs remains a challenge
(Huyghebaert et al., 2011; Allen et al., 2013; Allen and Stanton, 2014). (Niewold,
2007; Smith, 2011). Until now, none of these strategies has been completely cost-
effective in replacing AGPs, even in the presence of other control measures that
beneficially affect gut health. This situation makes any research effort aiming at better
understanding C. perfringens virulence highly relevant (Huyghebaert et al., 2011,

Smith, 2011).

A previous field study was conducted by our group and compared the impact of
commercially raising broiler chickens using two different farm rearing protocols: a
conventional protocol where birds were fed a diet containing antimicrobials, and a
drug-free program, where antimicrobials were replaced by a combination of alternative
strategies including essential oil-based products added to poultry feed, an acidification
of the drinking water, an anticoccidial vaccination, as well as an improvement of the
brooding conditions. Results showed that the implementation of the drug-free program
was strongly associated with an increased incidence of clinical necrotic enteritis

outbreaks (Gaucher et al., 2015). Thus, as certain farms seem to be associated with a
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higher risk of developing clinical necrotic enteritis, even under the same rearing
protocol it becomes relevant to better characterize the C. perfringens community found
in these healthy and NE-affected barns and see how recurring necrotic enteritis
outbreaks might have influenced C. perfringens population diversity (Dumas et al.,
2011, Smith, 2011). The aim of this study, therefore, was to compare C. perfringens
strain diversity and virulence genes carriage initially found in these healthy and NE-
affected flocks and see how a flock healthy status compared with recurring clinical

necrotic enteritis influenced this bacterial species population over time.

5.3 Materials and methods

5.3.1 Sample selection

C. perfringens strains used in this study were recovered from fecal samples
collected during farm visits at the end of the rearing cycle in commercially-raised drug-
free broiler chicken flocks. These farms were sampled as part of an impact assessment
study conducted by the Québec poultry industry from May 2011 to July 2012 (Gaucher
et al., 2015). For all participating farms of this field study, every pen of both barns was
visited at three weeks of age, as well as the day before slaughter for the collection of
fecal samples. For the current study, only C. perfringens strains isolated from three
drug-free healthy farms and two drug-free farms affected with recurring clinical

necrotic enteritis outbreaks were included. For those sampled farms, only the first two
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(initial) and the last two (final) production periods of the field study were considered
for molecular analysis (Table 1). Briefly, in the drug-free barn, AGPs and
anticoccidials were withdrawn from the diet and replaced by an anticoccidial
vaccination by spray cabinet (Coccivac ® B, Schering Plough) at the hatchery, an
acidification of the drinking water with a commercial blend of inorganic and organic
acids (Jefacid®, Jefo, Québec, Canada) to a pH of 4 during all the rearing cycle, three
commercially available essential oil-based products added to the feed respecting a
randomized-block design distribution over farms and time. Only one of these essential
oil-based product out of the three was incorporated in the birds’ diet per production
period. All the chicks involved in the field study were injected at the hatchery either
with Ceftiofur® or Linco-Spectin®. Finally, every farm was also required to comply
with strict biosecurity measures in order to ascertain that each barn was considered as a

closed and unique entity.

5.3.2 Isolation of C. perfringens strains

A direct plating isolation protocol was used. One millilitre of suspended feces
was inoculated on Perfringens Agar Base media (LAB M, UK) plates containing 5%
egg yolk emulsion and 400 mg/L of D-cycloserine as a selective agent (LAB M, UK).
Plates were then incubated in anaerobic conditions (AnaeroGen Gas Generating
System, Oxoid, Ontario, Canada) at 37°C for 48 hours. Bacterial growth from the last
quadrant was streaked on 5% sheep blood anaerobic Brucella agar plates with

neomycin (Oxoid, Canada), and grown in anaerobic conditions at 37°C for 48 hours.
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All suspect colonies showing typical beta-hemolysis were selected and their identity
was confirmed by the reverse CAMP test. Strains that were recovered were frozen in
Brucella broth (Becton, Dickinson and Company, MD, USA) freezing media
containing 30% glycerol (Fisher Scientific, NJ, USA) at -80°C for further

characterization (Chalmers et al., 2008).

5.3.3 C. perfringens reference strains

The following strains were used as positive controls in this study: C.
perfringens type A (AHL316, positive for plc gene), C. perfringens type A (AHL311,
positive for plc and cpe genes), C. perfringens type A (STF2003-1256, positive for plc
and netB genes), C. perfringens type B (AHL156, positive for plc, cpb and etx genes),
C. perfringens type D (AHL344, positive for plc and etx genes) and finally C.

perfringens type E (AHL155, positive for plc, i, cpe and cpb2 genes).

5.3.4 Toxinotyping by multiplex PCR

C. perfringens strains recovered from the two farm clinical profiles were also
screened for the presence of virulence genes encoding toxins. DNA extraction was
performed according to Charlebois et al. (2012) with slight modifications for PCR
optimization. Briefly, isolates were grown overnight on 5% sheep blood agar plates
(Oxoid, Canada) at 37°C under anaerobic conditions (AnaeroGen Gas Generating
System, Oxoid, Ontario, Canada). A loopful of colonies was suspended in 100 pL of a
10% Chelex 100 solution (Bio-Rad, Mississauga, Ontario) and boiled for 20 minutes.
Centrifugation at 13 000 rpm for 3 minutes was done and the supernatant containing

DNA was collected and used for multiplex PCR. Two modified multiplex PCR
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protocols were used for the detection of the toxin genes cpa (alpha), cpb (beta), cpb2
(BR2), tpeL (Tpel), and cpe (enterotoxin), netB (NetB), i4 (iota), etx (epsilon),
respectively. Primer sequences were designed according to the protocols published by
Charlebois et al. (2012) and Keyburn et al. (2010). PCR amplification of the genomic
DNA was performed with a 25 pL reaction volume and was done using 2,5 pL of 10X
PCR buffer (Invitrogen, Ontario, Canada), 0,05 uM of MgCl, (Invitrogen, Ontario,
Canada), 3 units of Platinum® Taq DNA polymerase (Invitrogen, Ontario, Canada), 25
puM of dNTPs (Bio Basic Inc.Ontario, Canada), and specific concentrations of each
selected primers (Invitrogen, Ontario, Canada): 4,2 uM cpa, 1.28 uM cpb, 2,72 pM
chp2, 0.8 uM tpel, 0.9 uM cpe, 0.6 uM netB, 4 uM iA and 0.7 uM etx. Denaturation
(94°C, 60 sec), annealing (55°C, 60 sec), and extension (72°C, 60 sec) were performed
for 35 cycles. A hot start step of 2 min at 94°C and a 10 min final elongation step at
72°C were added. A 12,5 pL volume of the PCR reaction product was submitted to
electrophoresis using on a 1% agarose gel containing 0,01% SYBR Safe DNA gel stain
(Invitrogen, Ontario, Canada). A 100 bp ladder (Track It, Invitrogen, Ontario, Canada)

was used as a molecular weight marker.

5.3.5 Genotyping by pulsed-field gel electrophoresis

Plug preparation, restriction digestion and electrophoresis conditions were
essentially performed according to the protocol previously described for C. perfringens
by Chalmers et al. (2008). Isolates were grown at 37°C overnight on 5% sheep blood
agar (Oxoid, Canada) in anaerobic conditions (AnaeroGen Gas Generating System,

Oxoid, Ontario, Canada). As DNA degradation was a problem with C. perfringens
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strains typing with PFGE, a formaldehyde treatment step, as described by Gibson et al.
(1994), was added to the initial protocol. Briefly, harvested colonies were suspended
in a 900 pl suspension buffer (75 mM NaCl, 25mM EDTA, pH 8) volume to a final
OD of 1,25 at 600 nm. Hundred pL of a 40% formaldehyde solution (Fisher Scientific,
NJ, USA) were added to the bacterial suspension. Suspensions were incubated for 1 h
at room temperature. Bacterial cell washes with saline (0,85%) were then repeated
three times and a final step involving bacterial cell suspension in 500 pL saline was
done. This final volume was embedded in an equal volume of 1,0% melted SeaKem
Gold Agarose (Lonza, USA), poured into plug moulds for solidification at 4°C for 30
minutes. Cell lysis was done by incubating the plugs at 37°C with gentle shaking for 5
hours in a lysis buffer (10mM Tris, 100mM EDTA, 50 mg/ml lysozyme (Sigma-
Aldrich, MO, USA). Plugs were rinsed for 15 minutes in TE buffer (10 mM Tris, 100
mM EDTA) and incubated overnight in EDTA 0,5M, 1% sarkosyl (Sigma-Aldrich,
MO, USA) and 2 mg/ml proteinase K (Fisher Scientific, Canada). To remove traces of
proteinase K, plugs were rinsed five times for 30 minutes each in washing buffer (10
mM Tris, 1 mM EDTA, pHS8). One plug per isolate was equilibrated in 200 pL
restriction buffer (New England BioLabs, Ipswich, MA) at room temperature for 20
minutes and then transferred into 200 pL of digestion buffer containing 100U of Smal
restriction enzyme (Chalmers et al., 2008) (New England BioLabs Inc., Ipswich, MA).
Low Range PFG marker (New England BioLabs Inc., Ipswich, MA) was used for
molecular weight standard purpose. Electrophoresis was performed in TE 1% SeaKem
Gold Agarose gel that were ran in 2500 ml volume of 0,5% TBE buffer containing 200

pM thiourea (Sigma-Aldrich, MO, USA) at 14°C for 19 hours. Pulse times started at 4s
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and ended at 38s, with linear ramping and a field of 6 V/cm in a Bio-Rad CHEF II
electrophoresis unit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Gels were stained with
ethidium bromide and photographs were saved as tiff-files and loaded into
BioNumerics software v6.0 (Applied Maths NV) for band matching. The unweighted
pair group for arithmetic means (UPGMA) tree-building approach with 0,5%
optimization and 1% position tolerance was used for band matching and
macrorestriction patterns similarity was compared using Dice coefficient. A
dendroGram was generated. A similarity of more than 95% was set as a limit for

isolates to be considered as a same PFGE type (Gholamiandekhordi et al., 2006).

5.3.6 Statistical analyses

5.3.6.1 Diversity analysis. First, we compared the number of strains isolated between
healthy and diseased flocks. To do so, we compiled the strains for each group into a
single data set and used a Fisher’s Exact test to investigate whether the relative

frequency of strains in each types of farms stayed constant throughout the study.

We then explored genotypic diversity by controlling for the difference in
number of strains isolated between the two health status and compared the genetic
diversity of isolated C. perfringens strains both at the start and at the end of the study
period using rarefaction curves and extrapolation curves. Rarefaction curves are plots
of the cumulative species richness as a function of the numbers of individuals sampled
and they allow comparison of species richness among specific environments on an
equal-effort basis (Gotelli and Colwell, 2001). Rarefaction and extrapolation curves

with 95% confidence intervals were computed using the iINEXT package as
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implemented in the R programming environment (v.3.1.2) (cit from

http://chao.stat.nthu.edu.tw/blog/software-download/inext-r-package/) (Chao et al.,

2014).

5.3.6.2 Toxinotyping analysis. We first used a series of Fisher Exact tests to investigate
whether toxin genes were found at different frequencies between both healthy and
diseased flocks at the start and at the end of the field study. We also tested whether
these genes changed in frequency over the course of the experiment with each clinical
profile. Because of the multiple statistical tests, we used a Bonferroni correction and
adjusted our critical p-value (a= 0.00625). We also investigated whether the number of
strains harboring multiple virulence genes increased over time in either farm type. We
first implemented a 2X3 contingency table (initial and final time points vs 0, 1 and 2 or
more virulence genes), and used the Fisher’s Exact test to evaluate if a change in the
ratio of C. perfringens strains carrying multiple virulence genes was observed over the
study period. We then investigated whether the changes in frequency of strains
carrying multiple virulence genes was due to changes in strains with two virulence
genes or strains harboring one or no virulence genes within each health status. Again,
because we conducted multiple statistical tests, we used a Bonferroni correction and

adjusted our critical p-value (o= 0.00625).

5.4 Results
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5.4.1 C. perfringens isolation and typing

A total of 1592 C. perfringens isolates were recovered from all the sampling
visit of the field study. However, a total of 134 C. perfringens strains were considered
in the current study for the following ressons. They were associated with the fecal
samples collected during the first two and the last two production periods on the two
NE-affected and the three healthy drug-free farms of the field study. They were also
recovered using a direct plating isolation method. Details about farms, production
periods, strain recovery and genotypes identified are presented in Table 2. These
strains were submitted to multiplex toxinotyping PCR, as well as PFGE profiling using
Smal restriction endonuclease. All isolates were successfully typed and genomic DNA
digestion with Smal enzyme generated 70 distinct genotypes, each comprising between

7 and 12 bands.

5.4.2 C. perfringens genotypic diversity

When combining all flocks together, we found that flocks that experienced NE
were characterized by a larger number of strains than flocks that remained healthy
throughout the study period. Interestingly, we found that the number of strains on
diseased farms remained relatively similar throughout the study, whilst the number of

strains increased in healthy farm (Fisher’s Exact test: P = 0.04).

We then used a set of rarefaction and extrapolation curves to compare the

genetic diversity found in healthy and diseased farms when controlling for sample size
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at the different time points of the study. The rarefaction curves (full lines in Figures 1
and 2) enable to compare the genotypic diversity observed in the two farm health status
for a given number of strains. Given the rarefaction, we see that there is a difference in
the genotypic diversity between the samples associated with farms that remained
healthy compared to farms where disease developed (Figure 1A). When we consider
the extrapolation curves (dashed lines in Figure 1 and 2), which allow comparing the
predicted total genotypic diversity if we were able to increase the sampling efforts, we
can see that the difference in diversity is predicted to be even larger if we were to
sample additional isolates. Interestingly, the difference in diversity disappeared by the
end of the study (Figure 1B), mostly due to a significant decrease in diversity in
diseased farms over the course of the study (Figure 2B). We observed a small increase
in diversity in healthy farms (Figure 2A), but this difference is not significant, even

when extrapolating over 100 samples.

5.4.3 C. perfringens toxinotyping by multiplex PCR

All the strains tested were found to be positive for the presence of cpa gene,
confirming C. perfringens identity. Results pertaining to toxinotyping results are
presented in Table 3. Using a Fisher’s Exact test and a Bonferonni correction, we
found that both B-2 and NetB toxin genes (cpb2 and netB, respectively) were present at
higher frequencies in healthy farms than in diseased farms at the start of the experiment
(P =0.002 and P = 0.0008). However, the final frequency of strains harboring these

genes was not different between both farm health status at the end of the study (P >
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0.05 for both genes). To see if cpb2 or netB genes underwent a significant increase in
either farm clinical profile during the study, a Fisher’s Exact test was used.
Interestingly, we found that both cbp2 and netB increased in frequency in diseased

farms (P < 0.0001). However, this significant increase was not observed for either

genes in farms characterized by a healthy status (P > 0.1).

Interestingly, we found that isolates harboring two virulence genes significantly
increased in frequency by the end of the experiment in NE-affected farms (P < 0.001)
when compared to healthy farms (P > 0.1). Even more interesting, we consistently
observed a reduction in the frequency of strains harboring a single virulence gene in
diseased farms (P < 0.001), with a concomitant increase in the number of strains
harboring two virulence genes (P < 0.001). Statistical analysis demonstrated that such a
change in the number of virulence genes harbored by strains recovered from healthy
farms was not observed (P > 0.1), meaning that the occurrence of strains harboring
multiple virulence genes did not significantly vary over time in the farms not

experiencing necrotic enteritis.

5.5 Discussion

Since the European regulatory ban imposed on the use of antibiotic growth
promoters in poultry feed combined with the reduced use of these compounds in many
other countries, necrotic enteritis has become a major economical challenge for the

poultry industry worldwide (Sluis, 2000; Gholamiandekhordi et al.,, 2006).
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Surprisingly, even though many studies have been conducted to better describe the role
of C. perfringens in the disease pathogenesis, very little research work has been done
to better characterize this microorganism population evolution over time in commercial
broiler chicken farms where the use of antimicrobials has been discontinued. More
importantly, much remains to be explained to better understand why raising drug-free
birds would be more challenging in some farms in regard to digestive health
management (Brady et al., 2010; Smith, 2011). The current study provides new
insights into the dynamics of C. perfringens in drug-free farms, according to their
digestive health clinical profile. As expected, some of our participating farms
experienced necrotic enteritis during our field study. As all participating farms were
standardized and because the drug-free program was implemented in a stringent and
harmonized manner within each and between participating farms, we can suppose that
the different C. perfringens populations living in these farms had a role to play, not
only in the occurrence of the disease at the beginning of the project, but also in the
recurrent nature of the problem (Barbara et al., 2008; Cooper and Songer, 2009; Lepp

et al., 2010; Shojadoost et al., 2012).

In healthy and well performing farms, C. perfringens species richness was
lower and relatively well assessed with our initial sampling procedure, an affirmation
supported by the more rapidly plateauing appearance of the rarefaction curve (Gotelli
and Colwell, 2001; Hughes and Hellmann, 2005). Conversely, one unanticipated result
was the presence of a higher and not all revealed genotypic diversity found at the
beginning of the field study in farms associated with recurring NE outbreaks. This

higher diversity might have increased the likelihood that a virulent clone might be
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present at the start of the study. Also, these NE-affected farms might have been more
prone to experience clinical outbreaks at the onset of the project due to the presence of
this more significant and diverse C. perfringens population. Indeed, a mild sub-clinical
form of necrotic enteritis can exist even in the presence of antimicrobials and more
importantly, can be correlated with a larger and a more diverse C. perfringens
population (Johansson et al., 2010; Lyhs et al., 2013). Furthermore, C. perfringens can
show high levels of resistance to the antibiotics that were routinely used as growth
promoters on these NE-affected farms before their removal, supporting the
contribution of a less well-controlled population in the occurrence of these disease
outbreaks (Watkins et al., 1997; Johansson et al., 2004; Martel et al., 2004; Silva et al.,
2009; Gharaibeh et al., 2010; Charlebois et al., 2012). Both antimicrobial resistance
and virulence genes can contribute to the adaptation process of C. perfringens, and
although antibiotic resistance was not the cause of NE outbreaks in diseased farms of
this study, it may have contributed to it by fostering the colonization of C. perfringens
strains harboring these plasmids (Beceiro et al., 2013). Evaluation of the antibiotic
resistance profile of the recovered C. perfringens strains from these farms at the end of
the study could then be interesting as the genes encoding antibiotic resistance can be
found on the same plasmids carrying the toxins genes that showed a significant
increase in frequency over time in the diseased farms of the current study (Harrison
and Brockhurst, 2012; Palliyeguru and Rose, 2014). If that is the case, the recurring
nature of disease outbreaks observed on these farms could conversely have contributed
to an increased prevalence of strains showing antibiotic resistance at the end of the

experiment (Beceiro et al., 2013).
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The evolution of C. perfringens diversity over the study period also showed
great differences between both farm clinical profiles based on rarefaction curves
(Perron et al., 2007). Interestingly, in healthy and well-performing farms, rarefaction
curves demonstrated that the C. perfringens diversity found was relatively well
assessed by our sampling procedure, except for the initial sampling time point in farms
where NE developed. However, diversity was well revealed by our final sampling
(Colwell et al., 2004). The rarefaction curve associated with this healthy status let us
pretend that the implementation of the drug-free program in these farms was associated
with the development of a beneficial (Heuer et al., 2008) and saturating C. perfringens
population for the birds, an affirmation supported by the performance results (see table
of performance results). Thus, in healthy farms, this slight increase in overall
population genetic diversity over time might be associated with a heightened capacity
to respond to further selective pressure, as well as it could represent the successful
establishment of a favorable and well-adapted population in this novel and challenging
environment generated by the implementation of the drug-free program (Rius and
Darling, 2014). The presence of multiple C. perfringens clones in healthy birds and
healthy flocks has also been reported by other authors (Engstrom et al., 2003; Nauerby
et al., 2003; Barbara et al., 2008; Chalmers et al., 2008). By contrast, the marked
reduction in C. perfringens species richness observed at the end of the study for the
farms that experienced recurring clinical necrotic enteritis is highly revealing. Indeed,
as previously proposed, birds living in NE-affected farms may have acquired the
virulent clone from their environment potentially contaminated following earlier

episodes of subclinical NE. Accordingly, given the proper conditions engendered by
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antimicrobial withdrawal, clinical NE outbreaks occurred in these farms, further
increasing the available population of disease-causing strains (Cooper and Songer,
2009). This is also in accordance with the assumption stating that in a finite population,
under specific conditions, a clone that is better adapted and able to use the niche’s
resources, can arise with all organisms of this population eventually becoming direct
descendants of this fitter and favored ancestor (Doolittle, 2012; Maharjan et al., 2012).
Furthermore, as a clinical necrotic enteritis outbreak is usually related to the selective
multiplication of one virulent clone, it is possible for us to say that in diseased farms,
the panmictic C. perfringens population is gradually replaced by the clonal expansion
of a virulent strain (Sawires and Songer, 2006; Barbara et al., 2008; Timbermont et al.,
2009). It is relevant to mention that antibiotic therapy with penicillin was used to
control severe NE outbreaks and avoid further NE-associated complications in 2 of the
11 (one treatment on each affected farm) NE-affected flocks produced during the field
study. This approach might also have, to a limited extent, contributed to the observed
decrease in C. perfringens genotypic diversity by selectively eliminating specific

susceptible clones.

Our sampling procedure most likely included this virulent clone when we
consider the loss in species richness over time as well as the trend towards a more
rapidly plateauing curve observed for these diseased farms at the end of the experiment

(see figure 4).

Some factors might influence these virulent clones in their ability to colonize

and persist in these NE-associated farms. One explanation could come from the
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toxinotyping results of the current study. It has been reported that C. perfringens
strains associated with NE outbreaks would not only possess a chromosomal genetic
background conferring them a selective advantage over the commensal strains
(Chalmers et al., 2008; Hibberd et al., 2011; Lepp et al., 2013), but that these strains
would also harbor many plasmid-borne virulence genes organized in pathogenicity loci
(Lepp et al., 2010). Indeed, some genes found on these strains could be associated with
a better adaptation to an environment where disease is raging and where they will be
able to undergo positive selection (Sawires and Songer, 2006). Among these virulence
genes, netB, which plays a critical role in NE pathogenesis, and cpb2 have been
identified within loci of the plasmids found in virulent strains (Lepp et al., 2010;
Parreira et al., 2012). Surprisingly, a higher prevalence of strains carrying the netB
gene was found in healthy farms. Though this situation has already been reported, we
would have expected to see this higher prevalence in diseased farms (Abildgaard,
2010). This result could be explained by the fact that strains were typed for the healthy
farms, as well as by the evidence that the sole presence of netB is not sufficient to
cause clinical disease. Interestingly, in diseased farms of the current study, occurrence
of cpb2 and netB genes underwent a significant increase during the project.
Furthermore, the frequency of strains harboring these genes was not only increased in
these farms, but was also correlated with a decreased frequency of strains harboring
one virulence gene, confirming the contribution of these plasmids in causing NE
(Shojadoost et al., 2012). Two hypotheses can be proposed to explain this increased
frequency in netB and cpb2 harboring strains in diseased farms. The selective

multiplication and amplification over time of a dominant clone harboring these genes
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may have contributed to the observed increased occurrence of virulent strains as well
as to the reduced genotypic variation also noted for these NE-affected farms (see figure
4). Also, as cpb2 and netB genes reside on mobile genetic elements, we cannot exclude
the possibility of an increased horizontal gene transfer between the different variants of
C. perfringens colonizing the gut of NE-affected birds (Bannam et al., 2011; Stecher et
al., 2012). Our results are consistent with those of previous studies reporting the
important role of plasmid DNA conjugative transfer in antibiotic resistance and
virulence gene transfer in influencing C. perfringens adaptation (Wisniewski et al.,
2015). However, conducive conditions seem to be essential to promote an optimal
horizontal transfer as healthy farms didn’t show this upward trend in frequency of
strains harboring more virulence genes. Moreover, even an increased genotypic
diversity in these healthy farms was not correlated with an increased frequency of
strains carrying these genes. Surprisingly, even if both B-2 and NetB toxin genes were
present at higher frequencies in healthy farms at the start of the experiment, no clinical
necrotic enteritis outbreak was observed throughout the duration of the study in these
farms. The absence of the chromosomally-encoded genetic signature characteristic of
NE-causing strains in the C. perfringens population colonizing these farms could
potentially explain this observation but would need further investigation (Lepp et al.,
2010). Also, even with the strict and uniformized application of the drug-free program
protocol between farms and as the sole presence of cpb2 and netB seems not to be
always correlated with NE occurrence (Gholamiandekhordi et al., 2006; Keyburn et al.,
2008; Martin and Smyth, 2009; Brady et al., 2010), other contributing factors might

have been overshadowed. The final frequency of strains harboring virulence genes was
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not different between both farm health status at the end of the study, further

demonstrating the significant increase in diseased farms.

Findings of this study show that even under comparable levels of C. perfringens
species richness, commercial broiler chicken farms submitted to a drug-free program
can show significantly different profiles according to clinical necrotic enteritis. To
further explain the results of the current study, different avenues could be considered.
Among these, comparative genomics realized between virulent and commensal strains
of C. perfringens could help explain why clinical necrotic enteritis was not observed in
healthy farms despite the presence of strains harboring toxin genes (Lepp et al., 2010;
Parreira et al., 2012; Lepp et al., 2013). A specific and beneficial intestinal microflora
could also be involved in this healthy profile and would deserve a more comprehensive
assessment (Torok et al., 2011; Singh et al., 2014; Stanley et al., 2014). Ultimately, a
re-sampling of the C. perfringens populations living in the healthy and diseased
participating farms after the re-introduction of antimicrobials could also help us to

better assess the evolution of these populations under different selective environments.
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Table 1. Estimates (standard deviation) of performance parameters in drug-free
farm categorization according to flock health status (data from Gaucher et al., 2015)

Performance parameters*

Livability (%)

Condemnations (%)

Mean live weight at slaughter (kg)
Mean daily weight gain (g/d)

Kg produced per square meter

Clinical necrotic enteritis (% of affected flocks)

*NE= necrotic enteritis

NE*-affected

(n=11 flocks)

Healthy

(n=21 flocks)

97.25 (1.96)
3.31(2.58)
2.33(0.15)
61.90 (3.27)
25.46 (1.93)

100

98.56 (1.76)
2.52(1.19)
2.45(0.22)
60.86 (1.55)
27.88 (2.11)

0
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Table 2. Summary of health status and numbers of strains and genotypes
associated with each drug-free farm.

Farm identification number

3 4 5 7 8
Farm health status Healthy NE*  Healthy NE  Healthy
Number of CP 6 43 16 43 26
strains typed
Number of genotypes 4 22 8 23 13

*NE= necrotic enteritis



Table 3. Distribution of Clostridium perfringens strains positive for the
toxin genes screened between healthy and diseased farms, and initial and final

timepoints of the study.

241

% positive isolates for each toxin gene (C)

Number of  ¢pq cpb cpb2 " tpel. netB” iA etx cpe
isolates (A)
Farm health status
Healthy 48 100 O 8.5 0 792 0 0 0
Diseased 86 100 O 639 0 58.1 11.6 0 0
Sampling time
Initial 63 100 O 444 0 333 159 0 0
Final 71 100 O 958 0 944 0 0 0

A: comparing the relative number of isolates in each farm clinical profile at initial and final

time points

C: comparing the relative number of isolates carrying virulence genes within any given farm
clinical profile between initial and final time points

*indicate a significant difference in the ratio healthy and NE-affected farms (using

Bonferonni corrections)
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Figure 1. Species richness estimates (nb of genotypes vs nb of isolates) in farms
that would experience disease (red) and farms that did not experience disease
(blue) at the start of (A) and at the end of the experiment (B). Species richness for
rarefied (full lines) and extrapolated (dashed lines) curves for up to 100 samples
with 95% confidence intervals (shade area).
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Figure 2. Species richness estimates (nb of genotypes vs nb of isolates) in farms
that would stay healthy (A) and farms that would experience disease (B) at the
start (blue) and at the end of the experiment (red). Species richness for rarefied
(full lines) and extrapolated (dashed lines) curves for up to 100 samples with 95%
confidence intervals (shade area).
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Figure 3. Dendrogram showing the distribution of the 71 genotypes from the 134
Clostridium perfringens isolates obtained by unweighted pair group method using
arithmetic averages clustering with a Dice coefficient and 1% position tolerance.
Informations to the right of dendrogram correspond to farm identification,
sampling timepoint, farm health status and genotype number.
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Depuis les 25 derniéres années, le phénomene de la résistance des bactéries aux
antibiotiques est devenu une préoccupation mondiale. Alors que I’OMS soutenait dans
son rapport de 2008 qu’une utilisation prudente et judicieuse des antibiotiques en
production animale était a privilégier, son rapport publié en 2014 fait plutot état d’une
situation alarmante, ou un plan d’action global et coordonné est nécessaire afin de
limiter ’ampleur que prend actuellement le phénomeéne de [’antibiorésistance.
Ultimement, selon I’OMS, toutes les actions devraient étre prises afin de préserver
’efficacité des antibiotiques pour leur usage en médecine humaine. Plusieurs causes
sont pointées du doigt afin d’expliquer I’augmentation de la prévalence de souches
bactériennes résistantes aux antibiotiques au cours des derniéres années. Cependant,
I’utilisation a grande échelle chez les animaux destinés a la consommation humaine est

identifiée comme étant une cause majeure (305).

Pour l’industrie avicole québécoise, 'utilisation des antibiotiques en élevage
représente un avantage €conomique certain, puisqu’elle contribue non seulement a
I’amélioration des performances de croissance des oiseaux, mais aussi a la prévention
des maladies. Leur retrait est associ¢ a des conséquences importantes pour la
production. Au Canada, les exigences rattachées a une appellation « sans
antibiotiques » pour les produits de viande de volailles sont d’autant plus strictes, du
fait que la réglementation interdit non seulement les antibiotiques, mais aussi
I’utilisation des anticoccidiens utilisés pour prévenir la coccidiose aviaire. La présente

¢tude avait donc pour but d’évaluer, s’il était économiquement rentable pour 1’industrie
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avicole québécoise, d’¢élever a grande échelle et sur une base commerciale, des poulets
de chair males, sans 1’ajout d’antibiotiques ni d’anticoccidiens a leur ration. Les
données ainsi que les divers échantillons récoltés pendant cette étude ont non
seulement permis de documenter les impacts de la production de poulets sans
antibiotiques au Québec, mais serviront aussi a fonder les bases de travaux de
recherche futurs visant I’optimisation d’une telle production. Le but ultime étant de
répondre aux exigences auxquelles 1’industrie avicole devra inévitablement se

conformer.

Les hypothéses de ce projet étaient donc qu’il est possible, au Québec, d’¢élever
des poulets de chair males sans 1’ajout d’antibiotiques ni d’anticoccidiens a la ration,
en remplagant ceux-ci par un protocole d’¢levage incluant diverses stratégies
alternatives, telles que des produits a base d’huiles essentielles, un mélange d’acides
organiques et inorganique, une vaccination contre la coccidiose ainsi qu’une
amélioration des conditions de démarrage. Ce projet portant sur la production a grande
¢échelle de poulets de chair élevés sans antibiotiques avait donc pour objectifs de
mesurer I’impact de cette méthode d’élevage sur les performances zootechniques ainsi
que sur la rentabilité¢ des fermes, sur la santé digestive des oiseaux élevés selon ce
protocole et sur la dynamique des populations de C. perfringens retrouvées dans les

batiments soumis a cette méthode d’élevage sans antibiotiques.

6.1 Design expérimental

6.1.1 Sélection des fermes participantes
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Malgré la législation en vigueur depuis 2006 pour les pays de 1’Union
Européenne, trés peu d’études ont quantifié¢ les impacts d’une telle décision sur la
production commerciale de poulets de chair (306-311). De plus, a notre connaissance,
aucune publication n’a rapporté la comparaison des résultats zootechniques ou de
prévalence de clostridies dans des poulaillers soumis a divers protocoles d’élevage
dans une étude prospective telle que celle présentée dans le présent ouvrage. Au
Québec, I’industrie avicole n’avait jamais non plus documenté, de manicre
scientifique, 1’effet du retrait des antimicrobiens dans les ¢levages de poulets de chair.
Dans la présente étude, toutes les fermes de poulets de chair du Québec étaient invitées
a participer au projet. Leur admissibilité était toutefois dictée par certains critéres de
sélection : les fermes participantes devaient étre situées dans un rayon de 150 km de
la Faculté de médecine vétérinaire de I’Université de Montréal pour des raisons de
logistique des échantillons récupérés lors des visites de fermes. Deux poulaillers
adjacents et similaires en termes de dimensions, construction, équipements, pratiques
de régie et employés, devaient €tre retrouvés sur un méme site. Les deux batiments
devaient avoir des sources identiques pour 1’approvisionnement en poussins, en moulée
et en I’eau. L’attribution des deux protocoles d’élevage était faite de facon aléatoire
entre les deux batiments sur un méme site et ne changeait pas dans le temps. Pour
chacun des lots comparés, un maximum de 20 000 poulets de chair males élevés a une
densit¢ maximale 31 kg/m” était permis. Au total, ce sont huit fermes de régions
géographiques différentes qui ont participé a la portion terrain de cette étude. Ces
¢léments viennent renforcer la validité scientifique de nos conclusions puisque les

auteurs ayant publiés sur le sujet préalablement, rapportent I’importance de considérer
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la densité d’élevage dans ce type de production (308, 310). De plus, il a été rapporté
que les conditions du poulailler et de sa régie peuvent grandement influencer la
communauté bactérienne pouvant étre retrouvée a I’intérieur de celui-ci (312, 313).
Les divers criteres d’inclusion ¢établis permettent ainsi d’assurer une gestion
équivalente des deux batiments participants d’une méme ferme, garantissant par le fait
méme une comparaison facilitée et précise de I’'impact du retrait des antimicrobiens.

Ceci représente généralement le facteur limitant pour les études du genre (307-310).

6.1.2 Amélioration des conditions de démarrage du poussin

Puisque la majorité des quelques études publiées sur I’élevage de poulets sans
antibiotiques rapportent des effets négatifs du retrait des promoteurs de croissance sur
les performances zootechniques, une attention particuliére a été apportée aux éléments
pouvant potentiellement compenser pour cette perte anticipée dans 1I’é¢tude actuelle (10,
307, 308, 310). En effet, il a ét¢ démontré qu’une consommation alimentaire hative
suite a I’éclosion optimise le développement de I’intestin encore incomplet chez le
poussin (314). Les effets bénéfiques sont percus autant sur le poids de I’intestin, que
sur la profondeur des cryptes intestinales. Le nombre et la longueur des villosités
intestinales sont aussi augmentés par cette alimentation précoce (315-318). Le fait de
consommer rapidement la moulée favorise aussi la mise en place d’une fonction
immunitaire optimale, et une prolifération accrue des cellules satellites des muscles
squelettiques (314, 319). Tous ces éléments combinés ont pour conséquence ultime

d’accroitre 1’absorption de nutriments par le tube digestif, d’optimiser la croissance
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musculaire, et ultimement, d’améliorer les performances de croissance chez les oiseaux

alimentés rapidement apres la naissance (314, 320, 321).

Il n’est pas rare que des poussins demeurent plusieurs heures sans manger suite
a I’éclosion (322). Dans une étude précédente, il a ét¢ démontré que lorsque plus de 30
heures s’écoulaient entre 1’éclosion et le moment ou des poussins avaient acces a la
moulée, on observait une baisse significative de 7% du gain de poids a 7 jours d’age.
Les répercussions de cette privation se faisaient méme sentir jusqu’en fin d’élevage
puisque les oiseaux ayant jeliné présentaient encore un poids inférieur (2,2%) a celui de
ceux alimentés rapidement (323). Dans notre étude, alors qu’aucune indication
particuliére n’était donnée aux éleveurs participants quant a la régie de démarrage des
poussins du poulailler conventionnel recevant des antibiotiques et anticoccidiens dans
I’alimentation, une régie de départ stricte devait étre appliquée pour les poulaillers
soumis au protocole alternatif. La litiere de ces poulaillers devait étre chauffée au
moins 24 heures avant la livraison des poussins, et une ventilation minimum devait étre
assurée en permanence afin d’éliminer les gaz nocifs. Afin d’optimiser la
consommation alimentaire et le bien-étre des oiseaux dans les premiers jours de vie,
une zone de confort, ou les poussins devaient étre déposés a leur arrivée au poulailler,
était délimitée pour chacun des poulaillers alternatifs participants. Cette zone de
confort était délimitée en fonction du systetme de chauffage en place, et de la
disposition des mangeoires et abreuvoirs. Une attention particuliére devait étre portée a
la qualité de I’eau, a I’éclairage de la zone de confort, ainsi qu’a I’accessibilité a une
quantité suffisante de moulée fraiche (324). Une visite des poussins était effectuée 24

heures suite a la livraison afin de valider la qualité¢ du démarrage dans le poulailler sans
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antibiotiques, et aussi dans le but de s’assurer que les changements associés a la mise
en place de ce protocole de régie de départ optimisé n’étaient pas transposés au
poulailler conventionnel. Des températures cloacales étaient mesurées pour évaluer le
confort des oiseaux, et le remplissage des jabots servait a évaluer la consommation
alimentaire. Le cas échéant, les différents éléments du protocole de démarrage étaient
optimisés (325, 326). Quoique les poulaillers soumis aux deux types de protocole
d’¢levage de la présente étude ont montré des résultats significativement différents
quant aux performances zootechniques et a l’incidence d’entérite nécrotique autant
clinique que sous-clinique, il est tout de méme permis de supposer que 1’amélioration
des conditions de démarrage a pu contribuer a atténuer non seulement les pertes de
performances pour les lots soumis au protocole d’¢élevage alternatif, mais aussi la

sévérité des épisodes d’entérite nécrotique (314).

6.1.3 Vaccination contre la coccidiose

La réglementation dictée par I’ACIA en ce qui a trait a I’appellation « sans
antibiotiques » exige qu’un poulet élevé conformément a cette appellation ne doit pas
recevoir, ni par I’aliment, ni par I’eau, d’antibiotiques ou d’anticoccidiens ionophores
(ACIA). Cette exigence fait de 1’¢levage de poulets sans antibiotiques un défi encore
plus complexe. En effet, les anticoccidiens ionophores agissent a deux niveaux. Ils
assurent le controle de la coccidiose, une maladie parasitaire affectant le systeme
digestif des volailles responsable non seulement de pertes de production, mais

entrainant aussi la création d’un environnement favorisant I’apparition d’entérite
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nécrotique (9, 20, 22, 41, 45, 78, 327). De plus, par leur action antimicrobienne sur les
bactéries a Gram positif telles que C. perfringens, les anticoccidiens assurent un certain
contrdle sur la multiplication de la bactérie dans 1’intestin, et ainsi peuvent contribuer a
diminuer le risque de développer I’entérite nécrotique (10, 70). Dans la présente étude,
un vaccin a base de souches vivantes d’Eimeria a ét¢ administré au couvoir pour tous
les oiseaux destinés au poulailler alternatif sur chacune des fermes. La qualité
d’administration du vaccin ainsi que le niveau de sa réplication ont été étroitement
surveillés lors des visites a la ferme. Plusieurs éléments viennent supporter le fait que
I’utilisation de ce vaccin chez les oiseaux soumis au protocole d’¢élevage alternatif a pu
étre associée a une atténuation des pertes de production, ainsi que des pertes associées
a I’entérite nécrotique. En effet, bien que peu d’études scientifiques aient été publiées
quant a I’impact d’utiliser des vaccins constitués de souches vivantes d’Eimeria dans
des lots de poulets commerciaux, certains auteurs rapportent un effet bénéfique de
I’utilisation de ce vaccin sur la mortalité globale des troupeaux (181, 328). Bien que les
souches d’Eimeria présentes dans ce vaccin entraineront, lors de leur réplication dans
les cellules intestinales, une dépression transitoire de la croissance des oiseaux, le
développement de I’immunité protectrice qu’elles engendreront peu aprés sera plutot
associé a un gain de poids compensatoire chez les oiseaux vaccinés. A I’inverse, dans
les poulaillers conventionnels de notre étude, 1’utilisation des anticoccidiens a
vraisemblablement eu pour effet de faire perdurer cette pression négative de 1’infection
par Eimeria sur la croissance de ces oiseaux. En effet, les programmes anticoccidiens
utilisés en élevage conventionnel entraine plutot le développement d’une immunité

tardive, ainsi qu’une absence de ce gain compensatoire en fin d’¢levage (329, 330).
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Dans une méta-analyse recensant la littérature publiée sur le sujet, Williams a
trouvé des études rapportant que des troupeaux de poulets de chair vaccinés avec un
vaccin vivant contre la coccidiose présentaient des performances de gain de poids, de
conversion alimentaire et de mortalités améliorées (181). La méme observation avait
¢été¢ faite dans une étude précédente qui rapportait des performances de croissance
équivalentes entre des lots de poulets de chair vaccinés et des lots soumis a un
programme anticoccidien (331). Les résultats contradictoires rapportés par certains
auteurs pourraient, entre autres, étre attribuables a la qualité de gestion du vaccin a la
ferme (330). En conditions expérimentales, il a été rapporté que des oiseaux ayant recu
le vaccin performaient mieux que des oiseaux traités a la salinomycine (332). En se
basant sur ces références, il est 1égitime de croire que ’utilisation d’un vaccin contre la
coccidiose a pu contribuer a diminuer les pertes de performance reliées au retrait des
antimicrobiens dans notre étude. Cependant, dans 1’explication de nos résultats, nous
nous devons tout de méme de garder en téte que les souches vaccinales d’Eimeria, en
se multipliant dans Dl’intestin des oiseaux vaccinés, vont causer des dommages a
I’épithélium intestinal et provoquer la création d’un environnement favorable a
I’apparition d’entérite nécrotique (20). En ce sens, I'utilisation de ce vaccin dans notre
étude pourrait avoir contribué aux pertes associées aux épisodes d’entérite nécrotique.
En effet, malgré une gestion stricte des conditions pouvant affecter le cycle du vaccin
dans le poulailler (181, 330), il a été difficile pour les oiseaux des poulaillers soumis au
protocole alternatif d’atteindre un pic d’excrétion oocytaire avant 16 a 17 jours d’age,
et ainsi de développer une immunité protectrice plus hative (330). Ainsi, comme la

période la plus critique pour 1’apparition d’entérite nécrotique chez ces oiseaux se situe
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généralement entre 2 et 6 semaines d’age, tous les épisodes d’entérite nécrotique
observés pour les lots affectés lors de notre étude sont apparus lors de I’atteinte de ce
pic d’excrétion oocytaire. Ce pic d’excrétion est associ¢ au moment ou la sévérité des
Iésions intestinales causées par le cycle du vaccin est habituellement la plus importante
et précede le développement de I’immunité protectrice chez les oiseaux (32, 248, 333-

336).

En se basant sur les résultats d’évaluation histologique des coupes d’intestins
effectuées sur les oiseaux sélectionnés a partir de lots atteints d’entérite nécrotique
dans notre étude, nous pouvons affirmer que ce ne sont pas tous les oiseaux d’un lot
qui sont atteint de la maladie lors d’un épisode. Ainsi, chez les oiseaux demeurés sains,
il est possible que I'utilisation du vaccin contre la coccidiose ait eu des effets positifs
dans la prévention de I’entérite nécrotique. En effet, dans un mod¢le d’infection
expérimentale pour 1’entérite nécrotique, Tsiouris et coll. ont démontré que les souches
vaccinales d’Eimeria pouvaient offrir une protection contre C. perfringens de deux
fagons différentes. Premiérement en prévenant les effets néfastes d’une coccidiose non-
contrdlée, un facteur de risque majeur pour I’apparition d’entérite nécrotique, mais
aussi en créant un écosystéme intestinal bénéfique suite aux modifications de pH
intestinal et de viscosité du digesta (248, 275, 279). Dans un essai ou des oiseaux ont
été infectés avec une souche virulente de C. perfringens, les sujets qui présentaient une
immunité protectrice contre Eimeria ont montré une diminution moins marquée du pH
intestinal et de la viscosité du digesta suite a I’infection par C. perfringens, cette baisse
étant reconnue comme facteur contribuant a la multiplication de la bactérie (41, 45,

182). Ainsi, pour les groupes immunisés contre Eimeria, les comptes de C. perfringens
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retrouvés dans les ceaca étaient significativement diminués (275). De plus, en mimant
une infection naturelle, la vaccination contre la coccidiose a pu agir de manicre
semblable a une approche de restriction alimentaire reconnue pour offrir une protection
partielle contre 1’entérite nécrotique (337, 338). Il a été démontré que le processus
inflammatoire provoqué par I’infection a FEimeria est associée a la libération de
cytokines pro-inflammatoires, lesquelles entrainent une augmentation d’expression de
la leptine, un peptide retrouvé au niveau de I’hypothalamus et responsable d’envoyer
un signal de satiété. L’effet ultime de cette cascade se manifeste par une diminution de
la prise alimentaire chez les oiseaux infectés (337, 338). Or, il a été démontré qu’une
restriction temporaire sur la prise alimentaire des oiseaux dans la période critique pour
I’apparition de I’entérite nécrotique assurait un controle partiel sur la maladie en
influengant autant le pH intestinal, la viscosit¢ du digesta, les comptes de C.

perfringens ainsi que la sévérité des lésions, lorsque celles-ci se manifestaient (338).

Puisque les lésions intestinales causées par Eimeria peuvent exacerber les
manifestations d’une souche virulente de C. perfringens, et parce que le design
experimental de notre étude ne permettait pas le développement d’une immunité
protectrice compléte contre la coccidiose avant 1’atteinte de la période critique pour
I’apparition d’un épisode d’entérite nécrotique, un peu plus du quart de nos lots soumis
au protocole d’élevage alternatif ont présenté un épisode d’entérite nécrotique clinique

(20, 32, 181, 277, 335, 339).

6.1.4 Stratégies alternatives administrées via 1’aliment ou I’eau
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Le protocole d’¢levage alternatif incluait deux types d’additifs utilisés en
remplacement des antibiotiques. Trois produits commerciaux a base d’huiles
essentielles ont été utilisés en rotation dans le temps sur les fermes participantes (Oleo
10X-Oleo 500E, Probiotech, International Inc. Québec, Canada, Proteos Galleos,
Substancia Inc., Québec, Canada, Biomin PEP, Biomin, Herzogenburg, Austria).
Aussi, tous les poulaillers alternatifs se sont vus imposer 1’ajout, a I’eau d’abreuvement
des oiseaux, d’un produit commercial (Jefacid®, Jefo, Québec, Canada) formé d’un
mélange d’acides organiques (citrique, lactique, malique) et inorganique
(phosphorique). Le taux d’inclusion de ce produit a di étre ajusté pour chacune des
fermes afin d’atteindre le pH visé de 4 tout au long de la période d’¢levage. Lors
d’essais antérieurs dans un modele d’infection expérimentale pour 1’entérite
nécrotique, ’acidification de I’eau d’abreuvement a divers pH, par I’ajout de ce méme
produit, a permis de démontrer qu'une eau a un pH de 4 était associée a une atténuation
de la sévérité des lésions, ainsi qu’a une diminution de la mortalité chez les oiseaux
inoculés (Boulianne, M., données non-publi¢es). Les effets positifs des acides
organiques faibles seraient attribués a divers modes d’action: en abaissant le pH
interne des bactéries, en agissant comme un prébiotique sur la flore commensale, ainsi
qu’en ayant un effet direct sur la paroi cellulaire bactérienne (137). Bien que les
résultats de divers essais sur les acides organiques montrent que ceux-ci varient quant a
leur efficacité a améliorer les performances de croissance (217, 221), il est en général
reconnu qu’ils posseédent un effet inhibiteur sur la croissance de C. perfringens, en
conditions in vitro, comme dans I’intestin des volailles (137). Méme si dans notre

¢tude les acides organiques et inorganique ont été utilisés en combinaison avec d’autres
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approches alternatives, il nous est tout de méme possible de supposer que ceux-ci ont
eu un effet bénéfique a différents niveaux. Dans un premier temps, [’ajout de ces
substances a 1’eau ou a la ration des poulets ne devrait pas influencer la micro-
architecture intestinale (340, 341), tel qu’observé lors des analyses histologiques
réalisées sur les oiseaux de la présente ¢tude. Cependant, ces additifs ont probablement
agit a d’autres niveaux afin d’expliquer I’absence de différence entre les scores
Iésionnels calculés pour les groupes conventionnels et alternatifs. Avec leur effet
inhibiteur sur la croissance de C. perfringens, les acides ont probablement contribué a
atténuer la sévérité¢ des épisodes d’entérite nécrotique observés sur certaines fermes et
conséquemment, a maintenir a un certain niveau les performances de croissance (70,
137, 221, 340, 342). De plus, en modulant la microflore digestive et en controlant la
charge bactérienne de C. perfringens dans I’intestin des volailles, les acides utilisés
dans notre étude ont probablement participé a I’amélioration globale de la santé
digestive des poulets soumis a ce traitement (247, 343). Chez les oiseaux de notre
étude exposés a cette alternative, un systeme digestif en santé s’est fort probablement
traduit par une absorption des nutriments optimisée, une amélioration de I’efficacité
alimentaire, ainsi qu’un risque diminué de maladies intestinales telles que 1’entérite
nécrotique (23, 55, 70, 247, 344). Cependant, 1’utilisation de cette stratégie alternative
en combinaison avec d’autres approches, de la facon dont elle a été faite dans notre
étude, rend I’interprétation des résultats plus complexe. Il devient ainsi plus difficile de
déterminer le role exact joué par les acides organiques et inorganique dans I’obtention
des résultats. Chose certaine, 1’utilisation de ces composés, méme dans un protocole

combinant plusieurs stratégies de contrdle, n’est pas parvenue a prévenir complétement
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I’entérite nécrotique, autant clinique que sous-clinique, pour certaines fermes. Ceci est
en accord avec des résultats rapportés par d’autres auteurs (221). A la limite, en tenant
compte que notre interprétation est limitée par la combinaison des alternatives du
programme sans antibiotiques, nous pourrions tout de méme supposer que ces acides
ont aidé a atténuer, soit 1’incidence de maladie, soit la sévérité des épisodes le cas
échéant. Ultimement, cette action aurait pu contribuer a diminuer les pertes de

performances mesurées pour les deux traitements pendant I’étude.

Dans le méme ordre d’idée, I’action bénéfique attribuable aux produits
commerciaux a base d’huiles essentielles testés pendant cette portion terrain de notre
¢tude est difficile a évaluer et se refléte probablement sur les résultats obtenus pour les
divers parametres zootechniques évalués. De nombreuses études ont documenté le
pouvoir antibactérien des huiles essentielles (227). Mais plus spécifiquement, il a été
démontré que des mélanges d’huiles essentielles, telles que le thymol, 1’eugenol, le
curcuma et le carvacrol, des composantes actives retrouvées dans les produits
commerciaux utilisés dans notre étude, lorsqu’administrés a des poulets de chair,
agiraient de diverses fagons pour exercer leur impact positif. Il est donc légitime de
penser que ces modes d’action auraient été impliqués dans I’obtention des résultats de
la présente étude. Entre autres, les huiles essentielles et surtout leurs composantes
actives auraient pu stimuler la libération de sécrétions digestives, et la motilité
intestinale chez nos poulets élevés sans antimicrobiens. Tout ceci aurait eu comme
effet d’optimiser le processus d’assimilation des nutriments chez ces oiseaux. De
maniere plus importante, ces composés alternatifs ont fort probablement contribué au

maintien d’une flore digestive bénéfique a la santé, ainsi qu’au contréle des épisodes
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d’entérite nécrotique pour les lots produits avec le protocole d’¢élevage alternatif (227).
En effet, tout comme il a ét¢ démontré par Mitsch et coll., les huiles essentielles
parviendraient non seulement a limiter la colonisation et la prolifération de C.
perfringens dans ’intestin des volailles, mais agiraient aussi en limitant la sévérité des
Iésions associées a I’infection par la bactérie. Quoiqu’il demeure difficile d’évaluer le
role exact joué par les produits a base d’huiles essentielles utilisés sur les fermes de la
présente €tude, il est possible de croire que ceux-ci ont pu contribuer de la sorte afin de
limiter les conséquences du retrait des antimicrobiens et des épisodes d’entérite
nécrotique dans les lots de poulets alternatifs (227, 247). Les produits a base d’huiles
essentielles utilisés dans notre ¢tude auraient aussi pu contribuer a améliorer les
performances de croissance des oiseaux exposés en atténuant les effets négatifs reliés
au passage intestinal du vaccin contre la coccidiose. En effet, des études réalisées sur le
sujet montrent que les huiles essentielles seraient en mesure de diminuer 1’excrétion
oocytaire, limitant ainsi les dommages induits aux cellules intestinales, mais diminuant
aussi la pression d’infection environnementale a laquelle les oiseaux sont par la suite
exposés. Les effets positifs des huiles essentielles se feraient méme sentir suite au
passage du pic d’excrétion oocytaire et seraient alors associés a de meilleures
performances de croissance suivant le développement de I’immunité protectrice (245).
Il a de plus été démontré qu’en protégeant les villosités intestinales, et en augmentant
I’épaisseur de la couche de mucus retrouvée a la surface de l’intestin, les huiles
essentielles auraient la double fonction d’atténuer les dommages causés par le vaccin
contre la coccidiose, mais aussi de limiter 1’adhésion de C. perfringens et les

conséquences associées a celle-ci (22, 37, 227).
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6.2 Performances zootechniques

La plupart des quelques études scientifiques publiées sur I’impact du retrait des
antibiotiques promoteurs de croissance différent de 1’é¢tude actuelle sur plusieurs
aspects. Ce sont principalement les pays européens, ou I’interdiction d’utiliser des
promoteurs de croissance chez les animaux de consommation a été mise en place il y a
déja quelques années, qui ont rapporté des résultats. Toutefois, puisque la législation en
place dans ces pays différe de ce que les normes canadiennes imposent, les
comparaisons des études publi¢es avec la ndtre demeurent difficiles. En effet, pour les
pays de I’Union Européenne, I'utilisation des anticoccidiens est toujours permise et
garantit un controle certain sur la coccidiose, cette infection étant responsable autant de
pertes de production, que de I’augmentation du risque d’entérite nécrotique (45). C’est
probablement cette action antibactérienne qui serait aussi a 1’origine de la différence
observée entre nos résultats et ceux rapportés par 1’étude menée par Graham aux Etats-
Unis (309). Dans la comparaison des données de performances de lots de poulets de
chair produits avec et sans 1’utilisation de promoteurs de croissance, dans deux régions
géographiques distinctes, sur une période de plus de trois ans, les auteurs rapportent
que ’utilisation des antibiotiques promoteurs de croissance est associée a des pertes
monétaires pour les éleveurs. En effet, 1’analyse des données d’¢levages pairées
montrent que les promoteurs de croissance ne parviennent pas a améliorer les

performances de croissance d’une fagon telle que cette croissance optimisée compense

pour le colt d’utilisation des antibiotiques (309). Ainsi, le gain de poids, la conversion
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alimentaire, les mortalités et les taux de condamnations a I’abattoir n’étaient pas
significativement bonifiés par [’ajout d’antibiotiques a la ration des oiseaux.
Cependant, alors que seuls les antibiotiques promoteurs de croissance ont été retirés
dans I’alimentation des oiseaux des poulaillers « tests » dans cette étude, 1'utilisation
généralisée des anticoccidiens dans tous les batiments comparés semble avoir
significativement contribué¢ aux résultats obtenus. D’une part, il y a eu une atténuation
des effets négatifs de la coccidiose, mais aussi une action sur C. perfringens, prévenant
du méme coup les effets dévastateurs d’un épisode d’entérite nécrotique (275, 309,
345). De facon analogue, dans une étude européenne publi¢e en 2001 comparant plus
de 6815 lots de poulets de chair, Emborg et coll. attribuent des effets limités au retrait
des promoteurs de croissance sur les performances de croissance de poulets de chair.
Sur une période d’environ trois ans et demi, les auteurs rapportent que ce retrait n’a fait
qu’augmenter légerement de 0,016 unités le taux de conversion alimentaire, laissant
inchangés le taux de mortalités, ainsi que le nombre de kilogrammes de viande produits
par metre carré de surface de plancher (307). De la méme fagon, dans son étude
publiée en 2011, Smith rapporte des résultats semblables provenant d’un des plus
importants ¢leveurs de poulets de chair du Danemark qui rapportait une légére
augmentation de 0,04 unités du taux de conversion alimentaire suite au bannissement
des promoteurs de croissance en Europe (310). Aux Etats-Unis, Engster et coll.
relévent aussi des pertes de performance de 0,2% et 0,14% pour la viabilité, de 0,016 et
0,012 unités pour la conversion alimentaire, et finalement de 0,014 kg et 0,019 kg pour
le poids final pour des lots de poulets de chair produits sans promoteurs de croissance

(308). Alors que les études précédentes font toutes état de pertes limitées suite au
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retrait des antibiotiques, I’impact de la mise en place du protocole alternatif dans les
poulaillers de notre étude peut étre expliqué de différentes fagons. Il est justifié de
croire que les diverses stratégies alternatives utilisées dans la présente étude ont pu
contribuer a atténuer les baisses de performances attendues suite au retrait des
antibiotiques et anticoccidiens. En effet, autant les produits commerciaux a base
d’huiles essentielles, ’acidifiant, le vaccin contre la coccidiose, et 1’amélioration des
conditions de démarrage des poussins ont montré des effets bénéfiques, soit sur la santé
digestive, soit sur I’amélioration des performances zootechniques (137, 233, 234, 275,
279, 314, 340, 346). Le role joué par chacune de ces approches demeure toutefois
difficile a quantifier compte tenu de leur utilisation en combinaison. Cependant, tel que
rapporté par des auteurs ayant réalis¢ des travaux sur D’impact du retrait des
antimicrobiens chez le poulet de chair, les diverses stratégies alternatives actuellement
disponibles doivent généralement étre combinées a des pratiques de régie adaptées afin
de limiter I’impact de ce retrait, du moins jusqu’a I’identification de stratégies de

remplacement pleinement efficaces (263, 310).

6.3 Entérite nécrotique clinique et sous-clinique

Méme si plusieurs €léments de la pathogénie de 1’entérite nécrotique restent a
étre ¢€lucidés, plusieurs facteurs prédisposants sont tout de méme reconnus pour
favoriser I’apparition de la maladie (22). Parmi ceux-ci, le retrait des antibiotiques
promoteurs de croissance figure évidemment en téte de liste (20). Cependant,
I’interdiction d’utiliser des anticoccidiens imposée par la législation canadienne a

probablement tout autant contribué a augmenter 1’incidence d’entérite nécrotique
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observée dans notre étude. En effet, il est reconnu et rapporté que I’arrét de ’utilisation
des promoteurs de croissance pour les pays européens aurait eu des conséquences
autrement plus importantes sur la viabilit¢ économique de I’industrie avicole
européenne, n’elit ét¢ de ['usage encore autorisé des anticoccidiens (9). En combinant
une limitation des dommages intestinaux causés par la coccidiose a un controle sur la
multiplication des souches virulentes de C. perfringens, les anticoccidiens représentent
un outil de travail important en I’absence d’antibiotiques. Le retrait des anticoccidiens
dans I’alimentation des poulets de notre étude a certainement fait de 1’entérite
nécrotique un défi plus imposant. Encore une fois, trés peu d’études rapportent les
prévalences observées, autant pour les formes sous-clinique que clinique de la maladie,
suite a I’arrét d’utilisation des promoteurs de croissance. L’absence de signes cliniques
caractéristiques propres a la forme sous-clinique de la maladie rend le diagnostic plus
difficile, et joue un rdle dans la variation de prévalence rapportée pour la condition.
Ainsi, des prévalences variant entre 1% et 40% sont rapportées (265). Alors que les
études ou I’utilisation des anticoccidiens est permise rapportent peu de problémes avec
I’entérite nécrotique, Smith concluait que, lors de la mise en place d’un programme
d’¢levage excluant 1’ajout d’anticoccidiens et d’antibiotiques, 30% a 50% des lots de
poulets de chair soumis a ce programme vivaient un épisode d’entérite nécrotique en
cours d’¢levage (310). De tous ces lots, tout prés de 12% devaient en bout de ligne
recevoir un traitement antibiotique afin de limiter les complications associées a ces
¢épisodes de maladie. Les résultats rapportés par Smith se rapprochent de ceux obtenus
dans notre étude, ou 27,45% des lots soumis au protocole d’élevage sans antibiotiques

ont vécu un épisode clinique de la maladie, et ou pres de 4% de ces lots se sont vus
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prescrire un traitement antibiotique a base de pénicilline. Pour Smith, il aura fallut
presque cing ans de travail suite a I’implantation de ce programme afin d’obtenir des
taux de traitement aux antibiotiques comparables au ndtre pour les lots atteints

d’entérite nécrotique (310).

Compte tenu du role majeur joué par la coccidiose dans 1’apparition d’épisodes
d’entérite nécrotique, un suivi strict du cycle du vaccin a été effectué par I’entremise de
courbes d’excrétion oocytaire pour tous les poulaillers soumis au protocole d’¢élevage
sans antibiotiques dans la présente étude. Curieusement, 1’utilisation d’un vaccin contre
la coccidiose semble avoir contribué autant aux bonnes performances de croissance
observées pour certains poulaillers soumis au programme sans antibiotiques, qu’aux
difficultés associées au passage de ces souches vaccinales, et a ’apparition d’entérite
nécrotique pour certains autres poulaillers alternatifs (22, 177, 275, 279). En effet, pour
les fermes de notre étude ayant vécu des épisodes d’entérite clinique, le moment
d’apparition d’un épisode de la maladie était toujours corrélé avec I’atteinte du pic
d’excrétion oocytaire associé au passage des souches d’Eimeria dans ’intestin des
oiseaux vaccinés. Bien que ce pic d’excrétion ait été observé pour chacun des
poulaillers sans antibiotiques utilisant le vaccin pour contrdler la coccidiose, tous n’ont
pas vécu d’épisodes d’entérite nécrotique, laissant croire que d’autres facteurs
interviennent dans le déclenchement de la maladie (20, 22, 41, 310). Bien que ces
épisodes ont été gérés par la mise en place d’un traitement a base d’huiles essentielles
ou d’antibiotiques lorsque jugé nécessaire, ces €pisodes ont sans aucun doute contribué
a affecter les performances d’¢levages des lots issus du protocole d’¢élevage alternatif

(9, 37, 333, 347). De plus, alors que les études publiées sur le sujet rapportent plutdt
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une tendance sporadique et saisonniére, plus marquée pendant la saison d’hiver, pour
les épisodes d’entérite nécrotique clinique, ces épisodes ont plutot été observés de
facon constante, pour chacun des lots alternatifs produits sur deux fermes participantes
de notre étude (52, 185, 310, 348). Cette observation supporte une fois de plus
I’hypothése que certains facteurs, tels que la microflore résidente, interviendraient
préférentiellement dans ces fermes afin de favoriser le déclenchement de la maladie
(349-351). Finalement, malgré I’utilisation d’un produit commercial a base d’huiles
essentielles pour le traitment des épisodes d’entérite nécrotique observés dans notre
étude, le recours a un traitement alternatif n’est pas parvenu a limiter les pertes de
production associées a la maladie, la rapidit¢ d’action de ces produits n’étant pas

comparable a celle d’un traitement antibiotique conventionnel (31, 246-248, 346, 352).

Contrairement a toute I’attention de recherche dirigée sur la forme clinique de
I’entérite nécrotique, trés peu de travaux sont consacrés a la forme sous-clinique (24,
41, 58, 59, 84, 295, 345, 353). Dans la portion terrain de la présente étude, cette forme
sous-clinique de la maladie a significativement contribué aux pertes de production et
financieres encourues par la mise en place du protocole d’¢levage alternatif (22, 265).
Pour prés de 50% des lots soumis a ce protocole d’¢levage, une détérioration des
conditions d’¢levage était observée entre la troisieme et quatrieme semaine d’age des
oiseaux, bien apres l’atteinte du pic d’excrétion oocytaire, nous permettant alors
d’exclure un réle qu’aurait pu jouer la coccidiose dans I’apparence clinique de cette

condition. Chez les oiseaux des lots atteints, un contenu intestinal plus liquide
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accompagné d’une diarrhée faible, mais chronique, et d’une paroi intestinale plutot
amincie et flaccide ¢étaient caractéristiques. Dans ces élevages, la dégradation
subséquente de la qualité de litiere se traduisait généralement par des oiseaux au
plumage souill¢, ainsi que des taux de condamnations légérement augmentés a
I’abattoir. Ces lots affectés de la forme sous-clinique de la maladie ont généralement
été associés a une augmentation du taux de conversion alimentaire, ainsi qu’a une
réduction du poids au moment de 1’abattage. Méme si la proportion des lots affectés
par cette forme sous-clinique d’entérite nécrotique semble étre plus élevée pour notre
étude que ce qui a été publiée antérieurement, les pertes relatives au gain de poids et a
la conversion alimentaire sont tout de méme beaucoup moins marquées que ce qui est
rapporté par une autre ¢tude canadienne (48, 345). Ainsi, malgré le fait que cette forme
de la maladie se soit manifestée dans certains lots soumis au protocole alternatif dans la
présente ¢tude, il est, une fois de plus, fort probable que [I’utilisation d’une
combinaison de stratégies alternatives ait pu contribuer a réduire les impacts négatifs
de celle-ci en agissant sur divers aspects tels que la modulation de la microflore
digestive, le controle des microorganismes pathogenes, la micro-architecture
intestinale, la fonction immunitaire digestive, ainsi que la palatabilité et digestibilité de

la dicte.

6.4 Gestion de la litiére

Dans notre étude, 1’utilisation d’un vaccin dans le controle de la coccidiose

nécessitait une gestion adéquate de la liticre. En effet, les souches d’Eimeria vivantes
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présentent dans le vaccin doivent effectuer plusieurs cycles de réplication, incluant
autant des stades a I’intérieur de 1’hdte que dans I’environnement du poulailler, afin de
stimuler le développement de I’immunité chez les oiseaux vaccinés (177, 181, 354).
Ainsi, les ¢éleveurs participants devaient s’assurer de changer la litiere usée a la fin de
chacun des lots produits, autant dans les poulaillers soumis au protocole d’élevage
conventionnel qu’alternatif. La gestion de la coccidiose dans le poulailler
conventionnel était faite par 1’ajout d’anticoccidiens a la ration des volailles. Afin
d’assurer un passage adéquat du vaccin chez les oiseaux soumis au protocole d’¢élevage
alternatif, des conditions d’humidité et de température spécifiques €taient dictées aux
¢leveurs participants (181, 330). Ainsi, une température de la litiére variant entre 88F

et 92F, et un contenu en humidité allant de 60% a 65% étaient demandés (325, 326).

Alors que le remplacement des antibiotiques et anticoccidiens par le protocole
d’¢levage alternatif a été associé a trés peu de conséquences négatives pour certaines
fermes participantes de notre étude, le défi a été beaucoup plus important pour
d’autres. Les épisodes récurrents d’entérite nécrotique clinique vécus sur deux fermes
participantes ainsi que les manifestations de la forme sous-clinique dans d’autres
poulaillers soumis au protocole d’élevage alternatif ont fait de la gestion de la litiere,
un défi pour ces éleveurs participants. En effet, autant les épisodes d’entérite
nécrotique clinique sont associés a des Iésions intestinales typiques et a une diarrhée
profuse, la forme sous-clinique de la maladie est quant a elle généralement associée a
des conséquences importantes sur la fonction digestive. Ces conséquences se
manifestent habituellement par une gestion plus ardue de la litiere. En effet, la diarrhée

chronique caractérisant ces cas sous-cliniques est a I’origine de la détérioration de la
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litiere dans les élevages affectés (22, 324, 345, 355). Pour les pays européens, C.
perfringens associé a cette forme sous-clinique pourrait aussi intervenir afin de
contribuer au phénomene de la dysbactériose aussi généralement incriminé dans ces
cas. Les résultats obtenus pour les contenus en eau des divers échantillons de litiére et
de feces récoltés pendant 1’étude terrain viennent supporter ces hypotheses. En effet, la
différence significative observée entre les contenus en humidité des échantillons de
litiere récoltés en fin de lots, pour les lots alternatifs et conventionnels, laisse croire que
les formes sous-clinique et clinique de I’entérite nécrotique ont contribué a cette
différence observée (20, 55, 310, 355-357). Autant la diarrhée profuse associée a la
forme clinique que la diarrhée chronique caractérisant la forme sous-clinique, ont pu
contribuer a augmenter le contenu en eau des déjections des oiseaux des lots affectés.
Puisque la litiére sert entre autres a absorber 1’excédent d’eau, cette conséquence de
I’entérite nécrotique a ainsi pu se refléter en fin d’¢levage, et expliquer la différence
observée pour les taux d’humidité des litieres récupérées des deux protocoles

d’¢levage.

Malgré le fait que la litiere usée était remplacée par une litiere fraiche pour
chacun des nouveaux lots produits dans les poulaillers participants, il est logique de
croire que I’humidité emmagasinée dans les litieres plus humides des lots alternatifs
vivant des probleémes d’entérite nécrotique clinique ou sous-clinique ait pu contribuer a
maintenir une flore bactérienne résidente favorisant la récurrence d’épisodes d’entérite
pour les lots subséquents du projet sur ces fermes (55, 357-359). En effet, il a été
démontré que des litieres plus humides renfermaient des charges microbiennes

significativement plus élevées. Et puisque Clostridium figure en téte de liste des
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microorganismes dominant la communauté digestive bactérienne des poulets de chair
(312, 360), il est possible de croire qu’une litiere plus humide ait pu contribuer a
maintenir une charge environnementale plus élevée pour cette bactérie dans le temps,
augmentant ainsi le risque de vivre un €pisode d’entérite nécrotique dii a la persistance
de clones virulents (70, 324). Les comptes significativement plus élevés observés pour
C. perfringens dans les lots alternatifs de la présente étude viennent soutenir cette
hypothese. Cette humidité persistante a 1’intérieur des batiments aux prises avec
I’entérite nécrotique a aussi pu contribuer a maintenir une charge oocytaire résiduelle
plus importante, ainsi qu’a augmenter la sporulation des souches vaccinales d’Eimeria
présente dans ces poulaillers, créant ainsi une pression d’infection plus grande pour la
coccidiose sur les oiseaux de ces batiments (330), et augmentant par le fait méme le

risque d’entérite nécrotique (20, 324).

6.5 Santé digestive
6.5.1 Isolement de C. perfringens et de Campylobacter jejuni

A partir des échantillons récoltés pendant la portion en ferme de la présente
étude, des souches de C. perfringens ont été isolées. Dans un premier temps, les
comptes obtenus a partir des lots soumis aux deux protocoles d’élevage ont servi
d’indicateurs afin d’évaluer la santé digestive des oiseaux (70, 324). Tel qu’attendu, les
résultats montrent clairement que le remplacement des antibiotiques et anticoccidiens
par un protocole d’élevage incluant différentes stratégies alternatives est associé a une

charge plus imposante de C. perfringens chez les oiseaux soumis a ce protocole, si on
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en juge par les comptes significativement plus élevés (21, 63, 73, 361). Bien que les
différentes stratégies alternatives utilisées dans les lots élevés de maniére alternative
ont pour la plupart été¢ reconnues pour avoir des effets positifs sur le controle de C.
perfringens et de I’entérite nécrotique, il apparait tout de méme que cet effet soit limité
en conditions d’élevage commerciales (31, 247, 248, 275, 352, 362). Tel que discuté
précédemment, les plus hauts taux d’humidité observés pour les litieres des poulaillers
soumis au protocole alternatif ont stirement favorisé le maintien d’une flore résidente
de C. perfringens plus importante dans ces poulaillers (312, 360). De plus, les épisodes
récurrents d’entérite nécrotique observés sur certaines fermes participantes ont aussi
fort probablement contribué a non seulement augmenter la charge bactérienne de C.
perfringens dans les poulaillers affectés, mais aussi a encourager 1’amplification
sélective de clones virulents de la bactérie (37, 132). Ainsi, le risque de vivre des
épisodes récurrents d’entérite nécrotique pour ces fermes était probablement amplifi¢

lot apres lot (voir section 4.7).

Les résultats de la présente étude n’ont pas permis d’établir un lien entre
I’utilisation préférentielle d’un protocole d’élevage et la prévalence de lots positifs a
Campylobacter jejuni. Etonnamment, certains éléments auraient pu contribuer &
I’augmentation de la prévalence de ces lots positifs. Entre autres, pour les lots de
poulets soumis au protocole d’¢élevage alternatif, le contenu augmenté en humidité des
litieres observé aurait pu favoriser la transmission de Campylobacter, principalement
dd a la création d’un environnement micro-aérophile propice a la survie de la bactérie
(312). L’absence de différence de prévalence observée entre les deux protocoles

d’¢levage pourrait étre expliquée par ’action des diverses stratégies du protocole
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d’¢élevage alternatif sur la colonisation de Campylobacter jejuni (341, 363, 364), mais
aussi par 1’action des antibiotiques contenus dans la ration des lots conventionnels (63).
L’abreuvement des poulets soumis au protocole alternatif avec une eau a un pH de 4
aurait aussi pu contribuer a un meilleur controle de la bactérie dans ces lots (365). De
plus, alors que plusieurs souches d’Eimeria sont responsables d’une production
augmentée de mucus au niveau intestinal au moment de 1’infection, et qu’on suspecte
fortement la capacité de Campylobacter a coloniser et a se répliquer a I’intérieur de
cette couche de mucus (366), il aurait été logique de supposé pour les lots soumis au
protocole alternatif, que le pic d’excrétion oocytaire généralement observé vers trois
semaines d’age, ait pu étre associé¢ a une colonisation hative par Campylobacter des
oiseaux associés a ce protocole (78, 350). A I’opposé, le pic d’excrétion oocytaire et
I’augmentation de production de mucus associée survenant plutdt vers la fin d’élevage
dans des lots conventionnels di a 1’ajout d’anticoccidiens a la ration auraient pu étre
liés a une colonisation tardive des oiseaux soumis a ce protocole. Le statut positif pour
Campylobacter généralement observé pour des élevages conventionnels laisse croire a
un réle que pourrait jouer un environnement intestinal favorable créé par I’infection par

Eimeria, a la fin de la période d’¢levage, dans I’établissement de la bactérie.
6.5.2 Analyses histologiques

L’¢évaluation histologique des segments intestinaux récupérés des oiseaux
soumis aux protocoles d’¢levages conventionnel et alternatif lors des visites a la ferme
a aussi été utilisée comme indicateur de la santé digestive (41, 51, 193). Les portions

d’intestins ont ét¢ récupérées a partir des six oiseaux nécropsiés lors des visites
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effectuées a trois semaines d’age dans chacun des batiments participants. Malgré le
dépot rapide des échantillons dans la formaldéhyde, la préservation de nos échantillons
semble avoir ét¢ affectée, puisque les coupes histologiques ont été associées a des
dommages pour plusieurs de ces échantillons, principalement di a leur grande fragilité.
Ceci a ainsi empéché 1’analyse de plusieurs d’entre eux. Malgré le fait que cette perte
d’échantillons semble avoir été semblable pour les deux protocoles d’¢levage, il est
possible que ce nombre réduit d’échantillons ait diminué nos chances d’observer des
changements significatifs quant a I’impact des deux protocoles sur les scores l1ésionnels
intestinaux observés. Méme si plusieurs criteres ont été considérés pour 1’établissement
des scores lésionnels (176), les analyses statistiques réalisées a partir de ces scores ont
montré qu’aucune différence statistiquement significative ne pouvait étre observée
entre les deux protocoles d’élevage sur I’apparence microscopique du tractus digestif
des oiseaux soumis a ces protocoles. Méme si logiquement nous aurions pu nous
attendre a observer une différence (41, 324, 355, 367), certaines hypotheses peuvent
étre avancées afin de justifier cette absence de différence. Le fait que, non seulement
un faible nombre d’oiseaux ait été retenu pour I’évaluation microscopique de la santé
digestive, mais aussi que les oiseaux servant a cette évaluation aient été choisis de
maniere aléatoire dans les lots visités a trois semaines d’age, pourrait expliquer
pourquoi méme dans les lots affectés d’entérite nécrotique clinique, les scores calculés
n’étaient pas significativement plus élevés. Les différentes stratégies incluses dans le
protocole d’¢levage alternatif auraient elles aussi pu contribuer a atténuer les effets
négatifs du retrait des antibiotiques, et des épisodes d’entérite clinique et sous-clinique,

sur I’apparence microscopique du tractus intestinal. Ceci a d’ailleurs été démontré par
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d’autres auteurs (31, 247, 248, 346, 352, 368-371). L’amélioration des conditions de
démarrage a aussi certainement pu contribuer a réduire I'impact du retrait des
antibiotiques sur la santé digestive, en favorisant le développement d’un tractus
intestinal plus efficace et plus compétent d’un point de vue immunitaire (315-317, 319,
372). De plus, pour les fermes ou les épisodes d’entérite nécrotique clinique ont été
observés, I’utilisation d’un vaccin contre la coccidiose a probablement pu contribuer a
atténuer les dommages intestinaux chez certains oiseaux issus de ces lots, alors que
chez d’autres oiseaux, cet effet aurait méme pu se traduire par 1’absence d’apparition

de la maladie (45, 275, 277-279).

6.6 Typage de C. perfringens
6.6.1 Etude de la diversité de C. perfringens

Depuis les premiers bannissements imposés par certains pays européens il y a
un peu plus de 15 ans, C. perfringens retrouvé chez la volaille a gagné en popularité.
Le retour en force de I’entérite nécrotique suite a la disparition des antibiotiques
promoteurs de croissance dans ces pays a forcé la communauté scientifique a mieux
définir la pathogénie de la maladie. Pour ce faire, la caractérisation des souches de C.
perfringens impliquées dans ces épisodes de maladie devenait un incontournable.
Plusieurs auteurs se sont donc intéressés a comparer les souches cliniques aux souches
commensales retrouvées chez les volailles. Malgré le fait que notre connaissance de la
biologie moléculaire de C. perfringens se soit considérablement améliorée au cours des

dernieres années, plusieurs efforts restent a étre déployés afin de percer le mystere de



274

I’entérite nécrotique. Les études réalisées au cours des derniéres années ont entre autres
permis de savoir que les souches de C. perfringens causant 1’entérite nécrotique se
distinguent des souches commensales de cette méme espece, bien que les deux peuvent
cohabiter dans I’intestin d’un oiseau sain (57). Les études de caractérisation génétique
ont aussi démontré que les oiseaux de troupeaux sains vont généralement arborer une
population tres diversifiée de C. perfringens, cette diversité augmentant a mesure que
les oiseaux vieillissent (102). A D’inverse, les oiseaux des lots ou 1’on retrouve
I’entérite nécrotique vont plutdt étre associés a la prolifération d’un seul clone virulent
remplacant toute cette diversité (132, 198, 301). Alors que pour le moment aucun profil
génétique n’a pu étre associé a la capacité de causer I’entérite nécrotique, il semblerait
que certains marqueurs génétiques de virulence tels, que la présence des toxines NetB
et TpeL, ainsi que le portage de certains plasmides, ou méme ’implication de certains
genes du génome de base de I’espece (24, 46, 57, 59, 72) représentent des ¢léments-clé
dans I’élucidation de la pathogénie de la maladie. Curieusement, alors que plusieurs
efforts ont été dirigés vers la mise en lumiére des facteurs de virulence responsables de
I’apparition de la maladie, trés peu d’études ont regardé quel pouvait étre I’effet d’une
production de poulet de chair sans antibiotiques sur 1’évolution de la population de C.
perfringens, et sur le rdle que pouvait jouer cette évolution sur I’incidence d’entérite

nécrotique (102).

6.7 Impact du protocole d’élevage sur 1I’évolution de la diversité génétique de C.

perfringens
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La comparaison des populations de C. perfringens retrouvées dans les différents
batiments des fermes participantes sur toute la durée de notre étude terrain a généré des
observations intéressantes, et nous a aussi permis d’émettre certaines hypothéses. Pour
le moment, aucune étude comme la ndtre ne s’est intéressée a suivre la dynamique de
la bactérie, dans des élevages industriels, et sur une aussi longue période de temps. La
plupart des auteurs I’ayant fait ont réalisé cette évaluation sur I’intervalle d’un seul lot
de production, ou méme a partir d’échantillonnages ponctuels sur diverses fermes (46,

102, 198, 296).

Dans notre étude, 1’analyse des échantillons récoltés de maniere séquentielle a
permis de constater que la diversité génétique des populations de C. perfringens
augmente a des taux comparables dans le temps, peu importe le protocole d’élevage en
place. Cette observation refléte la théorie voulant que dans un environnement constant,
une population saine montrera une diversité croissante dans le temps (373). A premiére
vue, les résultats observés nous laissent supposer que d’une facon générale, la pression
de sélection exercée par les antibiotiques et anticoccidiens ne semble pas affecter
négativement la diversification de la population de C. perfringens a travers le temps.
En effet, dans un premier temps, I’exploration des données reliées a la diversité de C.
perfringens pour chacun des protocoles d’élevage, ne nous a pas permis d’observer une
différence dans I’influence de chacun de ces protocoles sur 1I’évolution de la diversité
génétique de la population bactérienne étudi¢e. Une hypothése plausible pour expliquer
cette observation pourrait étre que les effets des antimicrobiens sont comparables a
ceux des huiles essentielles et acides organiques en ce qui a trait a leur influence sur la

dynamique populationnelle de C. perfringens. Cependant, il serait pertinent d’évaluer,
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de manicre plus spécifique, I’effet des épisodes d’entérite nécrotique vécus sur
certaines des fermes participantes sur 1’évolution de cette diversité dans le temps. Les
résultats de cette analyse seront discutés dans la section suivante (6.8). D’une maniére
générale, les populations de C. perfringens semblent augmenter en diversité dans le
temps, peu importe le traitement en place. L’augmentation du nombre de souches
porteuses de genes de virulence vient aussi supporter 1’hypothese que C. perfringens
représente une population dynamique (39). Considérant le fait que ces geénes de
virulence sont retrouvés sur des plasmides, cette augmentation marquée, observée sur
une période aussi courte que 14 mois, laisse croire dans un premier temps, que ces
plasmides sont facilement transférables entre les souches d’'une méme population, mais
aussi que ceux-ci doivent probablement transporter des génes associés a des fonctions

écologiques importantes chez les bactéries qui les possédent (24, 58, 59, 374).

Méme si un certain nombre de pulsotypes ont été retrouvés a la fois dans les
batiments soumis au protocole conventionnel qu’alternatif, les pulsotypes identifiés
dans chacun des types de batiments étaient, en général, différents dépendamment du
traitement utilisé. Ces observations peuvent étre associées a différentes hypotheses.
Entre autres, pour chacune des fermes participantes, les sources d’approvisionnement
en eau, en moulée, en litiere et en poussins devaient étre les mémes, il est 1égitime de
croire que ces sources aient pu étre a I'origine de I'introduction de certains de ces
profils génétiques partagés entre les deux batiments d’une méme ferme (102). I a
méme déja été rapporté que des clones identiques de C. perfringens pouvaient autant
étre retrouvés dans le tractus digestif d’oiseaux issus d’élevages conventionnels et

organiques (296). Méme si des régles de biosécurité strictes étaient en vigueur pour les
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¢leveurs participant a 1’étude, il n’est pas impossible non plus qu’au cours du projet,
des génotypes aient pu étre échangés entre les deux batiments d’une méme ferme

participante, considérant la proximité des deux poulaillers sur chacun des sites (375).

Alors que la plupart des études rapportent I'utilisation d’une méthode par
ensemencement direct pour I’isolement de C. perfringens, cette approche a été
combinée a une méthode d’isolement par enrichissement dans notre étude. Méme si le
ratio d’isolats générés par chacune des méthodes d’isolement, entre le début et la fin de
I’¢tude, n’a pas semblé étre influencé par la nature de la méthode d’isolement pour
chacun des protocoles d’élevage respectifs, il est intéressant de constater que chacune
des méthodologies a permis de générer des génotypes distincts pour un méme
protocole d’¢élevage. Malgré le fait que plusieurs des génotypes aient été observés dans
les ¢élevages échantillonnés, 1’apparence abrupte des courbes de raréfaction générées
par ’analyse de ces génotypes nous laisse croire qu’une bonne partie de cette diversité
reste a étre révélée (376). Ainsi, cette diversité déja marquée et comparable a celle
rapportée par d’autres études pourrait étre encore plus significative si on augmentait

I’effort d’échantillonnage (46, 102, 196, 198, 301, 376).

6.8 Existence d’un possible lien entre la diversité génétique de C. perfringens et la

récurrence d’épisodes d’entérite nécrotique clinique

Les lots de poulets soumis au protocole d’élevage alternatif ont montré une
évolution de la diversité de leur population de C. perfringens qui était comparable a
celle des lots produits avec un protocole conventionnel. Cependant, puisque les lots de

poulets produits sous le protocole d’¢élevage alternatif ont présenté des profils cliniques
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trés distincts, il devenait intéressant d’explorer les données différemment en comparant
les populations de C. perfringens en fonction du statut de santé des lots, et ainsi voir si
nous pouvions nous permettre de nuancer les observations faites précédemment. En
effet, en ne considérant que les lots produits sous le protocole d’élevage alternatif, il est
possible de supposer que les deux fermes participantes ou ’entérite nécrotique a été
observée de facon répétée aient pu contribuer significativement a limiter la diversité
qui aurait pu étre plus marquée en 1’absence de signes cliniques. Les analyses réalisées
sur les souches de C. perfringens correspondant aux profils cliniques « sain » et
« entérite nécrotique » uniquement pour les lots alternatifs ont montré que pour les
fermes ou les oiseaux demeuraient sains, et ou les performances de croissance étaient
bonnes, la population de C. perfringens montrait une augmentation de la diversité
génétique des souches présentes dans ces poulaillers entre le début et la fin de notre
étude. A I’inverse, I’effet des épisodes récurrents de la maladie s’est traduit par une
perte significative de cette diversité pour les fermes affectées. Ainsi, ces épisodes
d’entérite nécrotique ont trés bien pu contribuer a limiter une augmentation plus
manifeste pour les populations de C. perfringens issues des poulaillers soumis au
protocole d’élevage alternatif. Curieusement, les fermes ou ces épisodes de maladie ont
été observés de manicre récurrente montraient une diversité génétique plus importante
pour C. perfringens en début d’étude. Le risque de vivre des épisodes de maladie était
alors, pour ces fermes, peut-étre déja augmenté, di a la présence de cette population
plus importante et plus diversifiée. En effet, il est reconnu que dans les formes sous-
cliniques de la maladie, une population plus importante de C. perfringens peut étre

présente, méme avec 1’utilisation des promoteurs de croissance (196, 298). Ainsi, des



279

clones porteurs de plasmides associés a une virulence ainsi qu’a une résistance aux
antibiotiques augmentée étaient possiblement présents sur ces fermes, méme avant le
début de notre étude (59, 196, 298). La perte de diversité observée pour les fermes
vivant I’entérite nécrotique est cependant fort probablement associée a la multiplication
d’un clone virulent possédant un avantage compétitif face aux souches commensales
de son espece (24, 58, 59, 132). L’augmentation marquée de la proportion de souches
portant plusieurs genes de virulence, combinée a cette perte de diversité, vient non
seulement supporter 1’idée qu’un clone dominant ait ét¢ amplifié¢ dans le temps suite
aux épisodes récurrents d’entérite nécrotique, mais appuie aussi I’hypothese que les
plasmides transportant ces genes, représenteraient une caractéristique importante des
souches pouvant causer 1’entérite nécrotique (24, 58, 59). L’inquiétude pouvant étre
soulevée quant a I’amplification sélective de ces clones virulents dans le temps est
reliée a la présence de ces plasmides. En fait, en plus de transporter des génes pouvant
conférer un avantage sélectif a ces souches quant a leur survie dans un environnement
donné, des genes codant pour une résistance aux antibiotiques peuvent aussi étre
retrouvés sur ces plasmides. Les épisodes récurrents de la maladie favorisent par la
suite, la dissémination de ces clones résistants (377, 378). Les conditions
environnementales rencontrées dans les poulaillers affectés d’épisodes d’entérite
nécrotique, notamment en ce qui a trait a ’humidité, ont aussi pu contribuer a

maintenir cette population virulente tout au long du projet (312, 360).



Chapitre 7. CONCLUSIONS
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Le projet de doctorat présenté ici avait pour objectif d’étudier les impacts
économiques et ceux sur l’incidence de maladie digestive, d’une production
commerciale a grande échelle de poulets de chair élevés sans antibiotiques, au Québec.
L’hypothese de départ était qu’il était possible de le faire, et qu’il était méme pensable
d’obtenir des performances d’élevage, pour ces lots produits sans antibiotiques,
comparables a celles de lots conventionnels. Les résultats obtenus ont permis de
valider cette hypothése, en plus de mieux caractériser les effets de cette production sur
les performances zootechniques, et sur la dynamique des populations de C. perfringens
dans les ¢levages soumis a une régie d’¢levage sans antibiotiques. Le design
expérimental unique de la portion « terrain » du projet a assuré 1’obtention de résultats
précis, pertinents et encore jamais rapportés dans la littérature scientifique. Ainsi, cette

étude permet de tirer les conclusions suivantes :

-L’¢levage de poulets de chair sans antibiotiques a grande échelle est possible
au Québec lorsque les antibiotiques et anticoccidiens sont remplacés par un protocole
d’élevage incluant diverses stratégies alternatives telles que des huiles essentielles, des
acides organiques et inorganique, une vaccination contre la coccidiose, ainsi qu’une

amélioration des conditions de démarrage.

-L’¢levage de poulets de chair sans antibiotiques s’avere cependant
économiquement moins rentable que 1’¢levage conventionnel, entre autres di a la

diminution des performances zootechniques et a I’incidence de maladies digestives.

- L’¢levage de poulets de chair sans antibiotiques provoque une augmentation

de Dincidence d’entérite nécrotique, puisque contrairement aux élevages
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conventionnels ou la maladie n’a pas été observée tout au long de 1’étude, 27% et 49%
des lots ¢levés sans antibiotiques ont vécu un épisode d’entérite nécrotique clinique et

sous-clinique respectivement.

-Un contenu en humidité significativement plus élevé en fin de lot pour les
litieres des troupeaux ¢élevés sans antibiotiques traduit la présence d’un environnement

intestinal modifi¢ chez les poulets de ces lots.

-Les protocoles d’¢élevage conventionnel et sans antibiotiques n’affectent pas de
maniere significative 1’apparence histologique du tractus intestinal des oiseaux soumis

a ces protocoles.

-Alors que les prévalences de lots de poulets de chair positifs pour la présence
de Campylobacter jejuni ne sont pas influencées par I’un ou 1’autre des protocoles
d’¢levage, les lots soumis au protocole sans antibiotiques ont montré des comptes de C.

perfringens significativement plus €levés.

-La nature du protocole d’¢levage n’affecte pas la dynamique populationnelle

de C. perfringens dans le temps.

-Pour les deux types d’élevages, une augmentation du nombre de souches de C.

perfringens portant plusieurs genes de virulence a été notée.

-Pour les fermes débutant un ¢élevage sans antibiotiques, une diversité génétique
plus importante de la population de C. perfringens est associée a un risque augmenté

de vivre des épisodes d’entérite.
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-La présence d’¢épisodes récurrents de la maladie est corrélée avec une
réduction marquée de cette diversité dans le temps, tout comme avec une augmentation
significative du nombre de souches de C. perfringens transportant plusieurs génes de

virulence.

-Les épisodes récurrents d’entérite nécrotique accroissent le risque de vivre des

¢épisodes d’entérite nécrotique en favorisant la multiplication de clones virulents.

La présente étude ouvre donc sur une toute nouvelle vision de la production a
grande échelle de poulets de chair élevés sans antibiotiques au Québec. A la lumiére
des résulats obtenus, nous pouvons affirmer que pour les éleveurs de volailles désireux
de le faire, 1’¢levage de poulets de chair sans antibiotiques est associé a une incidence
augmentée de maladies digestives, principalement 1’entérite nécrotique clinique. Nous
pouvons aussi affirmer qu'une production appelée sans antibiotiques, méme si elle ne
semble pas associée a une évolution distincte de la diversité génétique des populations
de C. perfringens dans les poulaillers soumis a ce type d’élevage, influence tout de
méme la dispersion des genes de virulence retrouvés chez cette espece bactérienne. Les
résultats générés par les différentes analyses nous permettent aussi de conclure que les
¢épisodes d’entérite nécrotique observés sur certaines fermes sont, en partie du moins,
responsables de cette dispersion, tout comme ils influencent négativement
I’augmentation normale, dans le temps, de la diversité¢ génétique de C. perfringens

observée dans des lots de poulets sains.



284

7.1 Perspectives

Les résultats obtenus et les observations faites pendant cette ¢tude ont permis
de répondre a certaines interrogations, mais ont aussi contribu¢ a soulever d’autres
questionnements. Dans un premier temps, 1’inquiétude face au rdle que pourrait jouer
I’utilisation a grande échelle des antibiotiques promoteurs de croissance dans
I’apparition et la persistance des bactéries résistantes aux antibiotiques est la
motivation principale du retrait de ces antibiotiques chez les animaux de
consommation. Ainsi, a partir des échantillons de fientes récupérés des poulaillers
impliqués dans cette étude, il pourrait étre intéressant de cibler des microorganismes
d’importance pour la sant¢ humaine, afin de comparer 1’évolution des profils de
résistance aux antibiotiques de ces bactéries en fonction des deux types de protocoles
d’¢levage. La résistance aux antibiotiques des souches de C. perfringens isolées de ces
lots pourrait aussi étre évaluée pour diverses raisons. Entre autres, il serait intéressant
de valider si I’utilisation en continu d’antibiotiques est associée a la sélection de clones
résistants et persistants dans les fermes traitées. Aussi, la localisation des genes de
résistance aux antibiotiques retrouvés dans ces souches permettrait de voir si une
corrélation peut étre établie entre ’augmentation du nombre de souches résistantes, et
celles présentant un profil de virulence, tel qu’observé dans la présente étude.
Evidemment, tout reste a étre démontré quant au role précis des marqueurs de
virulence propres aux souches pathogeénes dans 1’apparition d’entérite nécrotique. En

ce sens, un travail réalis¢ autant sur les plamides portés par la bactérie, que sur le
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pouvoir de compétition des souches virulentes, ou encore que sur 1’identification de
nouvelles toxines impliquées dans le processus pathologique pourrait contribuer a

¢lucider la pathogénie de I’entérite nécrotique.

Alors que plusieurs efforts de recherche sont dirigés vers une meilleure
compréhension du role de C. perfringens dans la pathogénie de I’entérite nécrotique,
trés peu d’informations relatives a la prévalence des souches entérotoxinogeénes de
cette espece bactérienne dans les élevages de poulets de chair au Québec sont
actuellement disponibles. Cette situation est pour le moins étonnante, considérant le
fait que C. perfringens se retrouve parmi les microorganismes les plus souvent
incriminés comme cause de toxi-infections alimentaires chez I’humain (379). Il serait
donc pertinent, dans un premier temps, d’avoir une vue d’ensemble de la prévalence de
ces souches dans les ¢élevages de poulets de chair, mais aussi d’évaluer I'impact d’un

protocole d’élevage alternatif sur cette prévalence.
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