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1. Introduction

Le secteur de I'élevage est depuis plusieurs arsméesspression en ce qui concerne la qualité
sanitaire et hygiénique des denrées alimentairés groduit. Les agents microbiens dits
« zoonotiques » figurent ainsi parmi les préocadopat de I'Union européenne et ont fait
l'objet de plusieurs législations. Ces agents ztignes sont des microorganismes dont le
réservoir est le tube digestif des animaux (pamgte SalmonellaCampylobacterListeria,
etc.) et qui, s'ils ne causent pas ou peu de domsnpgur les animaux porteurs, peuvent
néanmoins étre a l'origine d'infections potentreb@t graves pour 'hommeéalmonella
constitue par exemple la deuxieme cause de toaeiinins alimentaires déclarées dans
I'Union européenne. Parmi les denrées responsdbless intoxications, les viandes de porc
et plus encore de volaille sont fréquemment inarées (EFSA, 2007a). Malgré les efforts
réalisés depuis plusieurs années, lI'importanca dertamination des lots de poulets de chair
en Europe demeure élevée avec 23,7 % des lotsfpamiant leur départ pour I'abattoir
(EFSA, 2007b). Bien que la situation tende a s'mre¥l dans notre pays, elle demeure
problématique. La mise en application du Réglenjei) n° 2160/2003 dés décembre 2010
et imposant lI'absence de salmonelles dans 25 gramengande pour une mise sur le marche
d'un produit frais a des fins de consommation hamapourrait en effet entrainer de
nouvelles pertes économiques pour le secteur avi¢oh effet, considérant que 7 % des
carcasses de poulets étaient encore déclarées/gpsn 2008 (AFSCA, 2009), ce pourrait
étre quelques 17 millions de carcasses qui seraenternées par cette législation en
Belgique. Dans ces conditions, la problématiquesddsonelles en élevage avicole ne peut
étre minimisée. Par ailleurs, la recherche de mwistefficaces a cette problématique n'est pas
aisée. Une désinfection chimique des carcasseannh'éhds autorisée au sein de I'Union
européenne, il est primordial que les animaux antiva l'abattoir soient indemnes de
salmonelles. Une lutte contre les salmonelles deepoulet de chair doit des lors étre
impérativement mise en place deés I'élevage. Sréagmtion peut étre envisagée au travers
d'une vaccination en ce qui concerne les pouledg@es ou les reproducteurs, cette stratégie
n'‘est toutefois pas pertinente dans le cas desefgode chair en raison des cycles de
production courts ne permettant pas l'acquisitimel immunité active. Plusieurs stratégies
alternatives ont été évoquées au niveau de la ptiodude volailles de chair. L'une d'elles
consiste en une immunisation passive de I'animal'gggport oral d'anticorps ciblés contre la
bactérie. Dans ce domaine, I'emploi des anticorpgadne d'ceuf représente une voie de
recherche intéressante a plusieurs titres et Estdonent décrite dans cette communication.

2. Les immunoglobulines Y (IgY)

L'emploi des anticorps ou immunoglobulines du jadizeuf (IgY) a des fins d'immunisation
passive de diverses especes animales vis-a-visirde et bactéries a fait l'objet de
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nombreuses études. Ces anticorps sont ici dévedoppé/ue d'une lutte cont@almonella
Enteritidis et Typhimurium, deux sérotypes prévedenhez la volaille et a l'origine de
nombreux cas de salmonelloses humaines. Pour peockes anticorps hautement spécifiques
des microorganismes ciblés, un phénomene naturekpkoite.

2.1. Transfert d'anticorps via le jaune d'ceuf

Le poussin nait avec un systeme immunitaire imneaf{i&igot et al, 2001). La poule lui
transmet par contre des anticorps par l'intermédidé son ceuf, a la maniére de ce qui est
observé chez les mammiferes avec le colostrums Tlasses d'immunoglobulines sont ainsi
transférées via I'ceuf. Des IgA et des IgM sontgmtss dans le blanc et rejoignent ensduite le
tube digestif de I'embryon (Rost al, 1974). Les IgY, principales immunoglobulines zhe
l'oiseau et dont la fonction est similaire a celés IgG des mammiféres, sont quant a elles
présentes au niveau du jaune et peuvent rejoiradm@rtéulation sanguine du poussin via
I'endoderme de la vésicule vitelline (Patterstral, 1962). Si les concentrations d'IgA et
d'IgM dans le blanc de I'ceuf sont faibles (moinsl.dag/ml), la teneur en IgY dans le jaune
est par contre élevée (8-25 mg/ml) (Reseal, 1974). Ces anticorps sont spécifiques des
pathogenes rencontrés par la mére au cours de esaetvidonc caractéristiques de
I'environnement microbien du poulailler (Kowalczgkal, 1985). lls sont destinés a protéger
le jeune poussin durant les premiers jours de g@temce, alors qu'il ne dispose pas encore
d'une immunité propre. On parle alors d'immunitgspee.

2.2. Production d'lgY

Le phénomeéne de transfert d'anticorps dans I'caurft d-dessusdf. 2.1.) peut étre exploité
et orienté pour une production d'lgY hautement i§ip@es d'un agent pathogéne donné. En
effet, la concentration en IgY du jaune d'ceuf espeortionnelle a celle du sérum maternel.
Deés lors, en vaccinant des poules pondeuses a thidh antigene cible déterminé, on peut
orienter leur systeme immunitaire, et ainsi corglur I'exportation d'lgY spécifiques du
pathogene d'intérét a des teneurs relativemenéédestans le jaune de leurs ceufs (Figure 1).
On parlera alors d’ceufs hyper-immuns.
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Figure 1. Principe d’obtention d’anticorps spécifiques d’'un agent microbien
donné chez la poule pondeuse (d'aprés Chalghoumi et al., 2009a).
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La production d'anticorps par l'intermédiaire deptaule est intéressante pour de multiples
raisons. L'une d'elles est sans aucun doute sor miiottention non invasif. En effet, alors
gu'une production traditionnelle d'anticorps clezrhammiféres (souris, rats, lapins, chevres)
impose une saignée de l'animal pour la récolte @uns sanguin, chez les volailles, une
simple collecte des ceufs sulffit, les IgY étant enés dans le jaune d'ceuf. Un volume moyen
de jaune d'ceuf (15-20 ml) contient de 50 a plud@® mg d'lgY, ce qui représente environ
1500 a 2000 mg/mois/poule, dans lesquels 2-10 %egmei€tre des anticorps spécifiques du
pathogene ciblé (Schads al, 2005). Cette méthode permet donc de produiregdestités
d'immunoglobulines plus importantes que cellesrle par saignée chez les mammiféres, et
donc de réduire le nombre d'animaux nécessairéetoaptimisant le bien-étre des animaux
producteurs.

La production d'lgY inclut tout d'abord une immuatien de poules pondeuses afin d'orienter
le systeme immunitaire de ces derniéres. En efietmunisation multiple des poules
pondeuses méne a un titre en IgY dans le jaundisajivement plus élevé a celui de poules
non immunisées (Chalghourei al, 2008). Il s'agit de I'étape clé dans la produrcties IgY
dans le jaune d'ceuf. Plusieurs protocoles de vatbomont été étudiés. Il en ressort que de
nombreux facteurs vont influencer I'ampleur et laég de la réponse immunitaire des
animaux vaccinés. Il s'agit notamment de la doséeefa nature de l'antigéne vaccinal
employé, du type d'adjuvant, de la voie d'admiaigin ainsi que de lintervalle entre les
injections (Schadet al, 2005). Le Tableau 1 donne un exemple de pradodelvaccination
de poules pondeuses développé au sein de la FUSal@&ghoumiet al,, 2008).

Tableau 1. Exemple d’'un protocole d'immunisation de poules pondeuses (Chalghoumi et al., 2008)

Parametre
Animal Age lors de la 1% 18 semaines
immunisation
Antigene Souche Salmonella Typhimurium et Salmonella Enteritidis
(Centre Wallon de Biologie Industrielle, CWBI,
Gembloux, Belgique)
Molécule Porines
Dose 50 pg Typhimurium + 50 pg d’Enteritidis
Adjuvant Freund Complet 1%"® immunisation
Freund Incomplet Rappels
Injection Volume total 500 pl
Intervalle entre rappels 3 semaines
Nombre de rappels 4
Voie Intramusculaire, dans le muscle pectoral

Le vaccin développé est bien toléré par les poufesunisées avec peu ou pas de réaction
inflammatoire au niveau des sites d'injection. Barniéme facon, la capacité de ponte des
animaux n'est pas altérée et aucune mortalité aerniest a déplorer. Des IgY spécifiques
sont détectés dans le jaune des ceufs des poulamis@as deés la troisieme semaine suivant
la premiere injection. Chacune des immunisationgaggel permet ensuite d'accroitre les
titres en IgY anti-salmonelles dans les ceufs. suige du quatrieme rappel, les titres en IgY
spécifiqgues se stabilisent durant plusieurs sersasa®s qu'une nouvelle injection ne soit
nécessaire (Marcet al, 2009a).

Une fois les ceufs hyper-immuns ainsi obtenus, |éthodes de purification des IgY sont
relativement rapides et simples (Chalghoetal, 2009a). Le stockage des IgY ne pose pas
plus de difficulté particuliere. En effet, leur @€ n'est pas fortement affectée par une durée
de stockage prolongée (Narat, 2003). Les formesodditionnement des IgY sont multiples.
Certains utilisent les anticorps en solution ligqu{Rahimiet al, 2007) mais la majeure partie
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des équipes travaillent avec une poudre solide.pOadres peuvent étre obtenues au départ
de I'ceuf entier, par séchage du jaune uniquemeancore a partir de matériel plus ou moins
purifié (Chalghoumet al, 2009a).

Ainsi, les ceufs de poules immunisées représenteet source abondante, rapide et
économique d'anticorps.

3. Notion d'immunisation passive, application et limies

L'immunisation passive consiste en un transferhanimal d'anticorps préformés chez un
autre individu, mimant ainsi le transfert dimmeénd'une mere a sa descendance décrit au
paragraphe 2.1. Les anticorps peuvent étre transanisoie intraveineuse ou par voie orale.
Cette derniere option est cependant largement ngeéfdans le cas d'une lutte contre des
infections localisées au niveau du tractus digedgifl'animal. Si I'immunité passive ainsi
conférée ne subsiste que durant un laps de tematveenent court, la protection est
cependant immédiate, ce qui constitue l'atout majed’immunisation passive (Kuby, 2006).
L'emploi d'anticorps en vue d'une immunothérapeavvis de bactéries zoonotiques ou
pathogenes a également connu un intérét grandissardgison de l'apparition d'un nombre
croissant de microorganismes résistants aux atijbes. Les anticorps présentent en
comparaison l'avantage de ne pas conduire au ginaitent de telles résistances.

La possibilité dimmuniser a l'aide d'lgY résultesdpropriétés antibactériennes de la
molécule. Chalghoumét al (2009b) ont démontré que les IgY sont capablesatimtir la
croissance d&almonellaLe mécanisme d'action de ces anticorps est emcareompris. I
résulterait notamment de la liaison des anticorfastzactérie et d'une altération de la surface
de cette derniere (Sunwoet al, 2002). De plus, les IgY sont capables d'empécher
l'attachement des salmonelles a des cellules dépid® dans des modélem vitro
(Chalghoumiet al, 2009b). Ces résultats sont trés encouragedstslémontrent que ces
anticorps sontjn vitro, capables non seulement d’altérer le développemiernt bactérie,
mais aussi de contrecarrer le processus d’attactienie cette derniere a I'épithélium
intestinal. De nombreuses données obtenues cheimmdh existent également dans la
littérature scientifique. Le Tableau 2 présentelques résultats obtenus chez le porc et la
volaille. La multiplicité des résultats bénéfiquestenus (Chalghounat al, 2009a) démontre

un potentiel certain de cette approche dans la kahtre des pathogenes intestinaux chez le
porc ou la volaille. Des données existent par @iflepour d'autres pathogenes ou d'autres
especes animales et méme chez I'hnomme (Sdtade2005).

D’autre part, I'incorporation de jaune d’ceuf ou dérivés de celui-ci dans la ration
alimentaire pourrait comporter d’'autres avantades. effet, le jaune d’'ceuf est riche en
composes potentiellement bénéfiques, tant powsEme immunitaire de I'animal (IgY) que
pour son développement et sa croissance (certeihssagras ou phospholipides par exemple)
(Nau et al, 2003). Ceci a notamment pu étre mis en évidémsed'un essai réalisé par
I'équipe de la FUSAGX lors duquel I'incorporatioa doudre de jaune d’'ceuf issus de poules
non immunisées (et donc dépourvus d’anticorps saltionelles) s’était révelé trés
compétitif, améliorant de facon significative lesrformances zootechniques d’animaux
infectés (Chalghoumet al, 2009c). Le jaune d’ceuf non immun avait égalenmeontré un
potentiel anti-salmonelles (Figure 2), attribuéamoient a la présence d’lgY non spécifiques
mais capables néanmoins d’améliorer les défensmsimtbaires intestinales de I'animal.
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Tableau 2. Effets de 'immunisation passive du porc et du poulet de chair a I'aide d’lgY spécifiques du
pathogéne.

Espéce animale Pathogéne Effets des IgY observés Ré férence
Poulet de chair Salmonella Enteritidis ~ Réduit la colonisation du tractus digestif.  Tellez et al., 2001
Campylobacter jejuni Aucune réduction de la colonisation Wilkie, 2006
intestinale.
Clostridium Aucune réduction de la colonisation Wilkie et al., 2006
perfringens intestinale, peut méme exacerber les

entérites nécrotiques.
Salmonella Enteritidis ~ Réduit la colonisation du tractus digestif ~ Rahimi et al., 2007
et I'excrétion fécale.
Salmonella Enteritidis Ne permet pas de réduire Chalghoumi et al.,
et Typhimurium significativement la colonisation 2009¢c
intestinale. Amélioration des
performances zootechniques.

Porc Escherichia coli Protége de I'entérotoxémie. Yokoyama et al.,
1992
Escherichia coli Réduit le nombre de cas de diarrhée et Imberechts et al.,
le taux de mortalité chez des animaux 1997
infectés.
Escherichia coli Prévient 'infection chez le porcelet Marquardt et al.,
nouveau-né. 1999
Salmonella Ne permet pas de réduire I'excrétion Letellier et al., 2000
Typhimurium fécale.

Si a la lecture de certains résultats tres prommetteon pourrait croire que les IgY sont
proches d’une utilisation concrete dans nos élesjajeeonvient toutefois de préciser a ce
stade les principales limites auxquelles se hantere cette stratégie de lutte.

Il faut ainsi noter que les résultats présentéss danittérature en termes d’évaluation des
effets d’'IgY distribués en vue d’une immunisaticasgive (Tableau 2) sont obtenus dans des
conditions trés variables. En effet, il n’existes @al’heure actuelle de véritable norme en ce
qui concerne les protocoles expérimentaux de aigdlebactérien visant a contaminer
expérimentalement les animaux pour évaluer endeitiet d’'un traitement. En outre, ces
protocoles sont la plupart du temps fort éloignés kalités rencontrées en pratique en ce
sens gu’ils nécessitent I'administration de chatggsériennes trés élevées, souvent dans le
jeune age, et conduisent dés lors a un portags’aciompagne de chutes de performances
spectaculaires chez les animaux non traités, déréade 30 % de diminution de poids vif par
exemple (Chalghounet al, 2009c ; Vandeplast al, 2009). Cependant, 'administration de
jaune d'ceuf hyper-immun permet de préserver enepbainimal des conséquences néfastes
de linfection avec une amélioration significatides performances de croissance (+ 15% de
poids vif a 28 jours) sans toutefois permettre dlég des animaux non contaminés
(Chalghoumiet al, 2009c). Dans ce méme essai, meneé a la FUSA@0@8, il n’avait par
contre pas été possible de relier clairement I'aistriation d’lgY spécifiques a un
abaissement de la charge salmonellique au niveseakd apport de ces IgY était parvenu a
ralentir I'installation de la bactérie au niveawcal sans toutefois I'éviter (Chalghouetial,
2009c). De la méme facon, I'excrétion fécale stétaie diminuée, sans toutefois que cet
abaissement soit statistiquement significatif (s non publiées). Ces résultats sont
illustrés a la Figure 2. Nous avons essentielleratinbué ces effets relativement limités des
IgY a leur faible résistance a la digestion. Eretefies immunoglobulines subissent la
digestion protéolytigue au méme titre que toutagine. lls sont ainsi tres sensibles a I'action
de la pepsine et du pH. Cette sensibilité au pacedigestifs concourt dés lors a ce qu'une
quantité trop faible d'lgY n'atteigne leur ciblerdueau intestinal (Marcqt al, 2009b).
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Figure 2. Effets du jaune d’ceuf hyper-immun (HI) vs non-immun (NI) sur la contamination caecale (a) et
I'excrétion fécale (b) chez des poulets infectés expérimentalement a l'aide de 2 x 10° ufc de Salmonella
Enteritidis et Typhimurium a I'adge de 3 jours et recevant des régimes complémentés a l'aide de 5% de
poudre de jaune d’'ceuf des I'age d'un jour. Le traitement « Contrdle » correspond a I'administration d’'un
régime en tous points identiqgues mais non complémenté.

On pourrait en outre penser a la vue des résudigissés au Tableau 2 que les IgY sont trop
peu efficaces en regard avec la tolérance zéroimegprpar la législation européenne. En
effet, ceux-ci relévent souvent d'une diminutionla@eontamination alors que la législation
fait état d’'une absence du pathogene. Il est impode relativiser cette derniére observation.
D’une part, comme mentionné ci-dessus, les chdrgetriennes distribuées aux animaux en
conditions expérimentales de challenge bactériahtsds élevées et de ce fait sans doute fort
éloignées de ce qui est rencontré en pratique dEnglevages. Sur le terrain, dans nos
élevages ou le respect des bonnes pratiques eéhydpehe est une priorité, les résultats
obtenus par l'immunisation passive pourraient étreilleurs encore. D’autre part, la
|égislation place son exigence au niveau des csgsast non plus au niveau de la charge
excrétée dans les fientes. En réduisant drastiquetaecontamination du tube digestif, le
risque de contamination des carcasses a I'abatoierra réeduit d’autant.

Enfin, rappelons que, bien que la législation eéesme en matiére d'additifs alimentaires ne
s'oppose en rien a lI'emploi d'ceufs et ovoproduaissd'alimentation animale (Reglement
1192/2005/CE), il existe toujours un risque d'opfoms du public & un emploi d'anticorps
issus du jaune d'ceuf chez la volaille, en lien daé@s mediatisée crise de la vache folle et la
consommation de protéines intra-espece.

4. Défis pour le futur

La recherche de modes de protection efficaces as aucun doute la prochaine étape
essentielle au développement de cette technolGgimme évoqué au paragraphe 3, les IgY
sont en effet sensibles aux processus digestifis sl@ns la premiere partie du tube digestif,
limitant ainsi leur efficacité au niveau intestinaiége de la colonisation salmonellique.
Plusieurs options existent. Un surdosage seraseamidlablement non soutenable d’un point
de vue économique. L'administration des IgY sousntd de jaune entier a été tentée par
'équipe de la FUSAGXx, escomptant un effet protectde la matrice protéo-lipidique
constituée par le jaune d’ceuf. Si cette stratégrenpt bien d’améliorer significativement le
passage gastro-intestinal des anticorps, elle egstntlant encore insuffisante (Maregal,
2009b). Des voies d’encapsulation sont a recherétiies pourraient notamment s’inspirer
de ce qui existe déja en pharmacie humaine (KoMatan et Mine, 2005). La méthode
retenue devra étre capable de protéger les Ig¥taleditions digestives de I'estomac (pH et
enzymes) mais de libérer la molécule rapidementfaiseparvenue a l'intestin pour ne pas
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risquer une élimination de la molécule avec lestés. Il importera également que cette
protection soit aussi peu onéreuse que possibleeffieh la production d'lgY, méme si elle
releve de principes relativement simples, est entap colteuse a ce stade pour permettre
leur utilisation a des fins commerciales a grandeele. Le défi sera donc de réussir a
produire des anticorps de la facon la plus éconoenigossible. Ceci peut notamment étre
réalisé par une maximisation des quantités d’lg&entes dans I'ceuf (Lévesapial, 2007)

ou encore par la production d'ceufs contenant de¥ thrigés contre plusieurs
microorganismes, sortes de cocktails antimicrobéelage spectre (Chalghousetial, 2008).

5. Conclusions

Le contrdle des salmonelles et autres microorgassaoonotiques par I'emploi d'additifs

alimentaires représente un outil de choix auqusl daercheurs et lindustrie se sont
particulierement intéressés depuis la suppressem atlditifs antibiotiques. Les résultats
présentés dans cette communication laissent eitrievg@otentiel que pourraient avoir les

anticorps du jaune d'ceuf de type IgY en tant qutddalimentaire destiné a contréler la

microflore intestinale de nos animaux d'élevageitdiis, la recherche doit étre poursuivie et
intensifiée afin de permettre une meilleure comendion des effets et une amélioration de
ceux-ci, pré-requis indispensable a une éventwallerisation pratique du produit dans nos
élevages.
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