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Résumé

Le renforcement du systeme immunitaire chez les espéces aviaires vulnérables
est devenu une approche fortement recherchée pour les protéger contre les
infections, surtout d’origine virale. La présente étude a eu pour objectif d'éva-
luer I'impact de quatre additifs alimentaires sur la modulation du systeme
immunitaire, suite a des prises vaccinales contre la maladie de Gumboro [infec-
tious bursal disease (IBD)] et de Newcastle [Newcastle disease (ND)] chez le
poulet de chair (Gallus gallus). Le suivi expérimental a été fait sur 500 poussins
d’un jour de type chair et de souche Ross, également répartis en cing groupes
(quatre traitements et un témoin). Les produits de traitements ont été a base
d’antibiotiques, de phytobiotiques (cannelle et gingembre) et de probiotique
(levure Saccharomyces cerevisiae), administrés par voie buccale et par I'eau de
boisson. Les traitements ont été effectués en trois périodes d’ages différents : au
jour (J)) J6-J9, J21-J23 et J33-J35. Les doses primo vaccinales ont été adminis-
trées simultanément au J7, et les rappels aux J14 et J21 respectivement contre
IBD et ND. Des échantillons sériques ont été prélevés chez cinq poulets de
chaque parquet aux J18 et J31. Les titres d’anticorps ont été analysés par le test
Elisa pour le virus de I'IBD et par le test d’inhibition de I’hémagglutination pour
le virus de la ND. Les résultats obtenus ont révélé qu’aucun effet immunostimu-
lant vis-a-vis des titres d’anticorps contre le virus d’IBD n’était induit par I’ajout
d’un des quatre adjuvants testés (p > 0,05). En revanche pour la ND, un effet
immunostimulant a été observé, plus particulierement chez les groupes traités
au gingembre ou a la levure. Cette différence n’a cependant pas été significative
par rapport au témoin (p > 0,05).
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de Gumboro appelée aussi bursite infectieuse [infectious bursal
disease (IBD)] et 1a maladie de Newcastle [Newcastle disease (ND)],

L’analyse des pathologies aviaires diagnostiquées au Maroc a montré
la prédominance des pathologies d’origine infectieuses chez toutes
les especes de production, particulierement chez la poule pondeuse
(86 %), la poule reproductrice (85 %) et le poulet de chair (69 %).
Chez ce dernier, les pathologies virales, en I’occurrence la maladie
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dénommée également pseudo-peste aviaire, détiennent respective-
ment la deuxieme (8 %) et la troisiéme place (6 %), apres la coliba-
cillose (Mouahid et Bouzoubaa, 2001). De méme, ces pathologies se
placent en téte des maladies aviaires les plus contagieuses et dévasta-
trices et ont un impact socio-économique extrémement important au
niveau international (van der Berg et al., 2000 ; van der Sluis, 1999 ;
OIE, 2012). Les épidémies surviennent surtout chez les poulets non
vaccinés causant 100 % de morbidité et 25 % de mortalité (Shabbir
et al., 2008). Cependant, ces maladies surviennent méme dans les
troupeaux vaccinés en raison de la défaillance d’interventions et de
vaccins immunitaires inappropriés (Qayyum et al., 2012).

Ainsi, le renforcement du systeme immunitaire chez ces especes
génétiquement fragilisées est devenu une pratique indispensable pour
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combattre ces infections. Deux fagons d’agir sont a distinguer : par
I"'immunisation au moyen de la vaccination qui renforce I'immunité
spécifique, d’une part (Arshad et al., 2005 ; Rauw et al., 2009), et
par I'immunostimulation non spécifique qui renforce I’'immunité non
spécifique, d’autre part (Herich et Levkut, 2002 ; Yin et al., 2007).
Dans ce dernier cas, des suppléments & base d’extraits microbiens,
de plantes, de champignons ou des substances d’origine animale ont
été expérimentés chez les animaux de compagnie (Chabanne, 2006 ;
Desenclos, 2012), les ruminants (Wang et al., 2009 ; Yang et al.,
2007), les poissons (Gabor et al., 2012 ; Nya et Austin, 2009) et les
volailles (Bouzoubaa et Krull, 2008 ; Awaad et al., 2010 ; Ajakaiye
et al., 2010). Cette pratique serait d’autant plus intéressante au
niveau de la production de volailles de chair, chez qui les cycles de
production courts ne permettent pas 1’acquisition d’une immunité
active et efficace (Rauw et al., 2009). Ainsi, 1’objectif de notre
étude a été d’évaluer I'effet de quatre additifs alimentaires, a base
d’antibiotiques, de phytobiotiques ou de probiotiques, sur la réponse
humorale, conjointement aux prises vaccinales, contre les maladies
de Gumboro et de Newcastle chez le poulet de chair (Gallus gallus).

B MATERIEL ET METHODES

Lieu et période de I’étude

L’étude a ét¢ menée au sein de la station avicole pédagogique de
I’Institut royal des techniciens spécialisés en élevage de Fouarat
a Kénitra, région de Rabat au Maroc. La période du suivi expéri-
mental a été de 35 jours.

Animaux et conditions d’élevage

Cing cent poussins de type chair et de souche Ross (espece Gal-
lus gallus, ordre des galliformes, familles des phasianidés) ont
été obtenus aupres d’une écloserie industrielle de la société Reda
d’Aviculture a Azrou, province d’Ifrane, région de Fes. Ils ont été
élevés dans un batiment clair a toiture bipente et a ventilation sta-
tique bilatérale, sous un programme lumineux continu.

Aliment

L’aliment servi aux poussins a été acquis aupres de Reda d’Avicul-
ture. Les cinq groupes d’animaux ont recu le méme régime alimen-
taire constitué de trois types d’aliment dont la composition nutri-
tionnelle indiquée par le fabricant est précisée dans le tableau I.
Les aliments et I’eau ont été distribués ad libitum.

Produits de traitement

Les produits de traitement étaient composés d’antibiotiques, de phy-
tobiotiques (cannelle, gingembre) et de probiotique (levure Saccha-
romyces cerevisiae). Le choix de ces adjuvants a été fait sur la base
de leurs propriétés biologiques et fonctionnelles. Hormis leurs limites
(par exemple résidus, antibiorésistance, toxicité), les antibiotiques
sont utilisés chez les animaux de rente pour des fins thérapeutique,
métaphylactique, prophylactique ou comme promoteur de croissance
(Rosengren et al., 2009). Pour le gingembre, la cannelle et la levure,
leur recrutement est fondé sur leurs propriétés biologiques, particu-
lierement leur potentiel immunomodulateur conféré par leurs méta-
bolites secondaires (Ataoglu et al., 2000 ; Baker, 2008 ; O’Sullivan et
al., 2005). En outre, ces suppléments sont a base de substances bioac-
tives (condiment, levain), ce qui leur procure la propriété d’innocuité
aussi bien pour les humains que pour les animaux.

Dispositif expérimental

Les 500 animaux ont été répartis aléatoirement en cing groupes
de 100 poussins chacun : un groupe témoin et quatre autres sous

traitement a base d’adjuvants. Les bouillies utilisées a base de
racines de gingembre et d’écorces de cannelle ont été préparées par
décoction apres ébullition, respectivement de 20 min et de 3 min.
Ces additifs ont été administrés par voie buccale et par ’eau de
boisson a trois périodes d’ages différents : au jour (J) J6-J9, J21-
J23 et J33-J35. Le tableau II montre les doses appliquées pour
chacun des additifs. L’ensemble des cinq groupes d’animaux a été
vacciné a travers I’eau de boisson selon un programme prophylac-
tique (tableau III).

Tableau |

Composition nutritionnelle des aliments commerciaux
indiquée par le fabricant (Maroc)

Constituant Aliment Aliment Aliment
de I'aliment prédémarrage démarrage croissance
Energie (kcal EM */kg) 2900 2900 2950
Protéines brutes (%) 21,0 19,5 18,0
Méthionine (%) 0,42 0,42 0,36
Matiere grasse (%) 2,0 2,0 2,5
Matiere minérale (%) 6,0 6,0 6,0
Cellulose brute (%) 5,0 5,0 6,0
Calcium (%) 1,0 1,0 0,95
Phosphore (%) 0,6 0,7 0,65
* Energie métabolisable
Tableau 11

Nature et doses des additifs alimentaires (Maroc)

Traitement Nature Dose
Antibiotique Colistine 0,3 ml/kg PV *
Antibiotique  Sulfadiazine + triméthoprime 1gL
Cannelle Décoction 200 g/kg PV
Gingembre Décoction 120 g/kg PV
Levure Saccharomyces cerevisiae 12,5 g/L

* Poids vif

Tableau 111

Programme de vaccination appliqué (Maroc)

Age  Valence Vaccin

(jour)
Dénomination Type
Cevac BRON 120 L

J1 Bronchite Vivant lyophilisé

infectieuse type Massachusetts
J7 Gumboro+  Hipragumboro CW  Vivant souche CH/80
Newcastle HB1 Vivant atténué
J14  Gumboro  Hipragumboro GM97 Vivant souche GM/97
(rappel)
J21  Newcastle HB1 Vivant atténué
(rappel)



Sérologie

Des échantillons sanguins ont été prélevés chez cinq poulets choi-
sis au hasard dans chaque groupe. Les prélevements ont été effec-
tués aux J18 et J31. Les échantillons ont ensuite été séparés et
conservés a 20 °C jusqu’a leur exploration. Les titres d’anticorps
contre le virus de I'IBD ont été détectés par enzyme-linked immu-
nosorbent assay (Elisa) (Goldsby et al., 2003). La réponse immune
induite par la vaccination contre le virus de la ND a été évaluée
par le titre en anticorps selon 1’épreuve de I’inhibition de I’hémag-
glutination (IHA). Cette dernicre reste le test de référence pour
la détection des anticorps contre cette pathologie, alors que la
méthode immunoenzymatique Elisa est utilisée surtout a des fins
diagnostiques (Shabbir et al., 2008).

Analyses statistiques

La variabilité des titres d’anticorps a été étudiée par une analyse
de variance a deux facteurs : le traitement (antibiotiques, can-
nelle, gingembre, levure) et le temps aprés prise vaccinale. Les
titres d’anticorps IHA contre le virus de la maladie de Newcastle
ont été statistiquement convertis en titres moyens géométriques
pour chaque groupe (Banda et al., 2008). Les données de tous les
groupes ont ét¢ comparées par une analyse de variance avec le
logiciel SAS. La comparaison multiple des moyennes ainsi que
leur classement ont été réalisés avec le test de Duncan chaque fois
que I’analyse de variance a révélé des différences significatives
(Dagnelie, 1975 ; Duncan, 1955).

B RESULTATS

Les titres arithmétiques moyens en anticorps Elisa sont présentés
sur la figure 1. D’apres ces résultats, au J18, les taux d’anticorps
ont été faibles au niveau des groupes traités sans pour autant mar-
quer de différence significative comparativement au groupe témoin
(p > 0,05). A I'inverse, au J31 les titres ont nettement augmenté,
particulierement pour le groupe témoin, alors que la valeur la plus
faible a été observée chez le groupe traité a la levure ; toutefois, la
différence n’était pas significative (p > 0,05). A ce niveau, il est
probable que pour I'IBD les traitements ont induit un effet immu-
nosuppresseur, notamment de la levure. Concernant, les titres
d’anticorps THA, les résultats sérologiques obtenus sont illustrés
sur la figure 2. Au J18, les titres ont été en général relativement
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Figure 1 : résultats sérologiques au jour (])18 et J31 des titres
arithmétiques moyens en anticorps contre le virus de la maladie
de Gumboro (infectious bursal disease) par le test Elisa chez le
poulet de chair de souche Ross traité par les antibiotiques, la can-
nelle, le gingembre et la levure, au Maroc. Les histogrammes por-
tant la méme lettre pour la méme période de prélévement (J18
ou J31) ne montrent pas de différence significative (p > 0,05).

Effet immunostimulant d’additifs alimentaires chez le poulet

100

90
80 mJ18 m)J31

— |

70
60
50
40

a

T

u

d
i
30 -
20 b T
0 - T

Titre d'anticorps

Témoin Antibiotique Cannelle Gingembre Levure

Figure 2 : résultats sérologiques au jour (J)18 et J31 des titres
géométriques moyens inhibant I’hémagglutination contre le virus
de la maladie de Newcastle chez le poulet de chair de souche
Ross traité par les antibiotiques, la cannelle, le gingembre et la
levure, au Maroc. Les histogrammes portant la méme lettre pour
la méme période de prélevement (/18 ou J31) ne montrent pas
de différence significative (p > 0,001).

faibles, marquant une supériorité des groupes d’antibiotiques, de
levure et du gingembre ; mais cette différence n’était pas significa-
tive (p > 0,05). A J31, comme pour I'IBD, la cinétique des titres a
connu une forte augmentation en faveur des groupes du gingembre
et de la levure ; toutefois, cette différence n’était pas significa-
tive (p > 0,05). En effet, si les résultats n’étaient pas statistique-
ment significatifs, cela était probablement di au nombre réduit de
I’échantillon d’animaux recrutés par groupe (cing/groupe), mais
aussi a la fréquence des tests sérologiques limitée a deux préleve-
ments (J18 et J31).

B DISCUSSION

D’aprés la littérature, plusieurs études ont révélé I’effet immunos-
timulant de différents suppléments alimentaires tels que le men-
thol (Bakkali et al., 2008 ; Bouzoubaa et Krull, 2008), le Liso-
vit (Qayyum et al., 2012), la vitamine E (Boa-Amponsem et al.,
2000 ; Leshchinsky et Klasing, 2001), la vitamine A (Lin et al.,
2002) et la vitamine C (Wu et al., 2000). Néanmoins, nos résul-
tats montrent qu’aucun des adjuvants testés n’induit d’effet immu-
nodulateur significatif chez le poulet de chair. Plusieurs facteurs
peuvent étre a I’origine de cet effet de non-induction, en 1’occur-
rence la forme du produit, le mode d’administration, la dose appli-
quée, la durée du traitement ainsi que la fréquence des préleve-
ments sérologiques qui s’avere sans doute tres limitée.

Par ailleurs, nous avons observé un effet immunostimulant du gin-
gembre et un effet moindre de la levure pour la ND, et un effet
immunosuppresseur faible notamment de la levure pour I'IBD.
Des études chez la souris et les poissons ont révélé des propriétés
immunostimulantes et anti-inflammatoires du gingembre (Gabor
et al., 2012 ; Nya et Austin, 2009 ; Skopinska-Rozewka et al.,
2010). Les mémes études ont montré qu’il y avait une proliféra-
tion des neutrophiles et des macrophages, une augmentation des
lymphocytes et des phagocytes, et une stimulation du métabo-
lisme oxydatif (lysozyme, bactéricide et antiprotéase) en compa-
raison avec les contrdles. Quant a la levure, les effets stimulants
ou régulateurs des probiotiques, c’est-a-dire des microorganismes
vivants sur la réponse immunitaire, ont fait I’objet de plusieurs
travaux de recherche (Ashraf et Shah, 2014 ; Coates et McColl,
2001). Ces effets ont été observés sur les cellules immunitaires
impliquées dans les mécanismes de défense non spécifique par
activation des macrophages (Herich et Levkut, 2002) et sur le
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systtme immunitaire sécrétoire notamment des immunoglobu-
lines A sécrétoires dans la lumiere intestinale (Isolauri et al., 2001).
En effet, des études aussi bien anciennes que récentes ont montré
I’'implication des extraits de paroi de levure S. cerevisiae, tel que
le Zymosan, dans le systtme immunitaire (Miura et al., 1999).
D’autres travaux ont signalé que ce sont en fait les f-glucanes de
la paroi qui sont responsables de la stimulation du syst¢me immu-
nitaire (Lee et al., 2001), probablement a travers leurs effets sur
I’activation des macrophages (Herich et Levkut, 2002 ; Sarazin et
al., 2010). En outre, les mannanes de la paroi de levure seraient
capables de stimuler le systtme immunitaire chez le rat (Ataoglu
et al., 2000). En effet, ces observations relatives a I’effet potentiel
du gingembre mériteraient d’étre davantage explorées en testant
un nombre de poussins beaucoup plus important et avec une vraie
cinétique d’anticorps allant de JO a J31, et avec une sérologie heb-
domadaire voire journaliere.

B CONCLUSION

Les résultats présentés laissent entrevoir le potentiel que pourraient
avoir les substances bioactives en tant qu’adjuvants destinés a
moduler le pouvoir immunitaire chez le poulet de chair. Méme si
les résultats ne sont pas statistiquement significatifs, le gingembre
et la levure ont montré leur effet immunostimulant contre le virus
de la ND. II serait intéressant de poursuivre la recherche avec une
analyse comparative de groupes d’animaux beaucoup plus impor-
tants, qui tiendrait compte des variables relatives a la forme, au
mode d’administration et a la durée de traitement par ces additifs.
En outre, il serait opportun d’établir un suivi cinétique des titres
d’anticorps par des prélevements hebdomadaires voire journaliers,
d’étudier la réponse locale, au niveau respiratoires par exemple
pour titrer les IgA, ou méme au niveau cellulaire par le dosage de
quelques cytokines comme I’interféron gamma. Cette étude ouvre
la voie de prospection des substances a pouvoir immunomodula-
teur, permettant de renforcer le systeme immunitaire, particuliere-
ment chez les souches aviaires vulnérables et génétiquement fragi-
lisées, en I’occurrence celles de type chair.
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Resumen

Azeroual E., Mesfioui A., Bouzoubaa K., Benazzouz B., El
Hessni A., Ouichou A. Immunostimulatory effect of four food
additives in broiler chickens (Gallus gallus) against Gumboro
and Newcastle diseases

Strengthening the immune system in susceptible avian species
has become a highly sought after approach to protect them
against infections, especially of viral origin. This study aimed
to assess the impact of four food additives on immune sys-
tem modulation in chicken broilers, following vaccine intake
against Gumboro disease, also called infectious bursal disease
(IBD), and Newcastle disease (ND). The experimental design
involved 500 one-day-old chicks of Ross strain, equally dis-
tributed into five groups (four treated and one control). Treat-
ment products were based on antibiotics, phytobiotics (cin-
namon and ginger) and a probiotic (yeast Saccharomyces
cerevisiae), orally administered via drinking water. The treat-
ments were carried out over three periods of different ages:
on day (D) D6-D9, D21-D23 and D33-D35. The primary
vaccine doses were simultaneously administered on D7, and
booster doses on D14 and D21 against IBD and ND viruses,
respectively. Serum samples were collected in five chickens
from each group on D18 and D31. Antibody titers were ana-
lyzed by ELISA for IBDV virus and by the hemagglutination
inhibition test for NDV virus. The results showed that none of
the four immunostimulatory adjuvants had an effect on anti-
body titers against IBD virus (p > 0.05). On the other hand,
especially in groups treated with ginger and yeast a positive
immunostimulatory effect was observed against ND virus.
However, this difference was not significant compared to con-
trol (p > 0.05).

Keywords: broiler chicken, Gumboro disease, Newcastle dis-
ease, vaccination, additive, immunostimulant, Morocco

Azeroual E., Mesfioui A., Bouzoubaa K., Benazzouz B., El
Hessni A., Ouichou A. Efecto inmunoestimulante de cuatro
aditivos alimentarios en pollos de engorde (Gallus gallus),
contra las enfermedades de Gumboro y Newcastle

El fortalecimiento del sistema inmunolégico en especies avia-
res susceptibles, se ha convertido en un muy buscado objetivo
final con el fin de protegerlos contra las infecciones, especial-
mente de origen viral. Este estudio tuvo como objetivo evaluar
el impacto de cuatro aditivos alimentarios sobre la modula-
cién del sistema inmune de pollos de engorde, después de la
ingesta de la vacuna contra la enfermedad de Gumboro, tam-
bién Ilamada enfermedad bursitis infecciosa (IBD) y la enfer-
medad de Newcastle (ND). El disefio experimental involucré
a 500 pollos de un dia de edad de la cepa Ross, distribuidos
homogéneamente en cinco grupos (cuatro tratados y uno de
control). Los productos de tratamiento se basaron en antibi6-
ticos, fitobidticos (canela y jengibre) y un probiético (levadura
Saccharomyces cerevisiae), administrados oralmente a través
del agua potable. Los tratamientos se llevaron a cabo durante
tres periodos de diferentes edades: el dia (D) D6-D9, D21-
D23 y D33-D35. Las dosis primarias de vacunas se admi-
nistraron simultineamente en D7, y las dosis de refuerzo en
D14 y D21 contra los virus de IBD y de ND, respectivamente.
Las muestras de suero se recogieron en cinco pollos de cada
grupo en D18 y D31. Los titulos de anticuerpos se analiza-
ron por ELISA para el virus de IBD y mediante la prueba de
inhibicién de la hemaglutinacién para el virus de ND. Los
resultados mostraron que ninguno de los cuatro adyuvantes
inmunoestimulantes tuvo un efecto sobre los titulos de anti-
cuerpos contra el virus de IBD (p > 0,05). Por otra parte, espe-
cialmente en los grupos tratados con el jengibre y la levadura
se observd un efecto inmunoestimulador positivo contra el
virus de ND. Sin embargo, esta diferencia no fue significativa
en comparacion con el control (p > 0,05).

Palabras clave: pollo de engorde, enfermedad de Gumboro,
enfermedad de Newcastle, vacunacién, aditivo, inmunoesti-
mulante, Marruecos
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