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Introduction



Pendant la saison estivale, le stress thermique chronique constitue un réel probléme pour
la production avicole. Il est a ’origine d’une perte économique considérable en diminuant la
productivite (St-Pierre et al., 2003). Park et ses collaborateurs (2013) ont rapporté que
I'exposition & la chaleur diminue le taux de croissance des poulets de chair suite a une
réduction de l'ingéré alimentaire, et génere aussi de nombreux changements physiologiques,
hormonaux et moléculaires. En outre, il a été établi que le stress thermique chronique affecte
le développement de plusieurs organes internes tels que les organes digestifs (proventricule,
gésier et intestin) ce qui pourrait compromettre l'efficacité de la digestibilité et la capacité
d'absorption (Marchini et al., 2011). En effet, en conditions de stress thermique, des
changements morphologiques et physiologiques du tractus digestif affectent négativement le
fonctionnement et Dintégrité de 1’épithélium intestinal (Kang &Shim, 2020) et par
conséquence la santé et la production des poulets. Ces dernieres décennies, le nombre de
travaux de recherche ayant pour but de pallier les contraintes des fortes chaleurs sur la
production avicole a considérablement augmenté (Renaudeau et al., 2012). Plusieurs
approches nutritionnelles utilisant des additifs alimentaires ont été suggeérées. A cet égard, de
nombreuses études ont montré que la supplémentation en nutriments antioxydants, sous leur
forme synthétique (vitamines, minéraux) peut étre utilisée pour améliorer la productivité
(Ayasan, 2011), augmenter la disponibilité des nutriments et prévenir les effets néfastes du

stress thermique (Sahin et al., 2003, Ciftci et al., 2013).

Parmi les additifs alimentaires, la vitamine C est fréquemment employée en périodes
estivales. Son réle thermogénique, anti-stress ainsi que la baisse de sa production endogéne
chez le poulet exposé au chaud a longtemps été rapportés (El-Gonzalez et al, 1995 ;
Bollengier, 1998 ; Jahejo et al., 2016). Neanmoins, les données bibliographiques disponibles
quant a son efficacité pour améliorer le développement morphologique de I’intestin et la

structure histologique de la muqueuse de I’intestin gréle sont variables (Kang et Shim, 2020).

Aussi, les supplémentations alimentaires en acide ascorbique se sont avérés utiles pour
compenser sa biosynthese inadéquate chez les poulets de chair soumis a un stress thermique
(Njoku, 1986).

Pour cela, notre étude a eu pour objectif de déterminer 1’effet de 1’addition de la vitamine C
dans I’aliment du poulet soumis aux contraintes des fortes chaleurs de la saison estivale sur la

morphohitométrie de I’intestin.
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Chapitre 1. Généralite sur la Vitamine C.

. Définition de la vitamine C

La vitamine C est un composé organique, cristallin antioxydant hydrosoluble de couleur
blanche. Chimiquement parlant c’est I’ Acide L-Ascorbique (Fletcher et Cason, 1991).

Chez I’espéce aviaire, les reins synthétisent l'acide ascorbique. Toutefois, cette vitamine n’est
pas stockée dans I’organisme animal, d’ou la nécessité d'un apport quotidien suffisant
(Bender, 2003). Elle est eliminée dans les urines sous forme inchangée et sous forme de
métabolites, principalement sous forme d’acide oxalique. Sa demi-vie est d'environ 10 a 20
jours (Bender, 2003).

Certains sucres tels que le glucose, le mannose et le fructose sont considérés comme des

précurseurs de l'acide ascorbique (Freeman, 1986).

II.  RoOles métaboliques de la Vitamine C

La vitamine C ne fait partie d'aucune voie métabolique. Cependant c’est un cofacteur
essentiel dans de nombreuses réactions enzymatiques, telles que la synthese du collagéne, de
la carnitine et des catécholamines, le métabolisme des microsomes ainsi, qu’a la synthése et le
catabolisme de la tyrosine (Lohakare et al., 2005 ; Abidin et al., 2013).

I1-1 Dans la formation du collagene

La vitamine C active les enzymes impliquées dans la conversion de la proline et de la
lysine liées aux peptides, en hydroxyproline et hydroxylysine. Ces conversions sont
essentielles a la formation du collagéne (Lohakare et al., 2004 ; Lohakare et al., 2005 ; dar et
al., 2019).

vl



11-2 Dans la voie de la carnitine

La vitamine C intervient au cours du processus de la conversion de la trimethyllysine en 3-
hydroxy-trimethyllysine et de la 4-butyrobetaine en carnitine (Canovas et al., 2007). Cette
derniere joue un réle majeur dans la mitochondrie (production d'ATP) et fonctionne comme
un osmolyte dans le cytoplasme pour lutter contre les stress liés a I'environnement chez les

organismes vivants (Cénovas et al., 2007).
11-3 Sur la Tyrosine et les catécholamines

La vitamine C est un cofacteur de la dopamine béta hydroxylase, qui participe a la
conversion de la dopamine ennoradrénaline (norépinéphrine) dans les tissus neuraux
(Harrison et May, 2009). Les niveaux de norépinéphrine augmentent généralement pendant le
stress en augmentant la fréquence cardiaque, la pression artérielle, la glycémie, ainsi que le
flux sanguin vers les muscles squelettiques, et en réduisant le flux sanguin vers le tractus

gastro-intestinal (Harrison et May, 2009).

La vitamine C semble étre essentielle dans la bioconversion de la tyrosine en catécholamines
comme la dopamine, la noradrénaline et I'adrénaline (Rush et Geffen,1980 ; Furusawa et al.,
2008 ; Combs et Mecclung, 2016). En effet, la tyrosine est un précurseur des

neurotransmetteurs dont les niveaux plasmatiques augmentent dans les conditions de stress.

Diverses études ont indique qu'une supplémentation en tyrosine et en vitamine C, pendant le
stress, pouvait réduire les hormones du stress et la perte de poids chez les animaux (Hao et al.,
2001 ; Peeters et al., 2005). En plus de sa participation a la biosyntheése des hormones, la
vitamine C améliore également leur stabilité et leur activité (Watson et al., 2010 ; Sorice et
al., 2014).




Chapitre 2. Effet de Vitamine C sur la croissance et la physiologie

du poulet de chair

L’effet positif de I’addition de vitamine C sur les performances de production du

poulet soumis a un stress thermique, a longtemps été rapporté (Puron et al., 1994 ; Puron et

al., 1997 ; Cinar et al., 2006, Jahejo et al., 2016 ; SaizdelBarrio et al., 2020).

I. Effet de la vitamine C sur la croissance du poulet de chair

1.1. Le gain de poids et la consommation alimentaire

L’addition de vitamine C augmente le gain de poids, la consommation et 1’efficacité
alimentaire des poulets de chair exposes a des facteurs de stress (Sykes, 1978 ; Hornig et al.,
1984 ; McDowell, 1989 ; Blaha et Kroesna, 1997 ; Sahin et al.,2001 ; Shamim et al 2015).
Elle peut améliorer la consommation alimentaire ainsi que I’indice de consommation lorsque

les températures d’¢levage sont excessives (Daghir, 2008).

Certains auteurs rapportent que la vitamine C améliore 1’efficacité de transformation
alimentaire (Mckee et al., 1997 ; Puthponsiriporn et al., 2001). Ces derniers expliquent que
I’indice de conversion alimentaire est amélioré par la Vit C par I’amélioration du gain de

poids mais sans qu’il y soit un changement de la quantité alimentaire consommée.

En conditions tropicales, Kassim et Norziha, (1995) Ont noté une amélioration du GMQ chez
des oiseaux supplémentés par 600 mg d'acide ascorbique par kg d'aliment, par rapport aux
sujets non supplémentés, et une amélioration de 1’indice de consommation qui passe de 2,3

pour le lot témoin a 1,8 pour les lots supplémentés.

L'étude de la littérature indique que la réponse optimale en termes d'indice de consommation
et d'efficacité alimentaire chez les poulets de chair soumis a un stress thermique semble se
produire avec des concentrations moyennes de 250 mg/kg d’aliment de vitamine C (Sahin et
al., 2002 ; Mahmoud et al., 2004 ; Asli et al., 2007 ; Ali et al., 2010 ; Seven et al., 2010 ;
Abidin et al., 2013).

-



Tableau 1 Effet de ’addition de la vitamine C sur les performances de croissance du

poulet exposé a des températures élevées (Ouagueni, 2013).

Températur Espéc Age Traitement | GP IA* I Auteurs
e ambiante e AA * C et année
C) *
Aliment
34 6-35.5 PC(SM 0-8 200 ppm +18 PE -15 Njoku
’ ’ ) sem 400 ppm +10 PE -8 (1986)
600 ppm +7 PE -7
Aliment
Njoku
33-37,5 PC()S'V' 8 100 ppm +5 35 8 | (1986)
200 ppm +24 PE -19
300 ppm +16 +2 -12
19- Aliment Mckee et
34 PC(M) 117 al (1997)
150 ppm PE PE PE
Eau de boisson Puthpong
Siriporn
35 constante PP 34-37 1000 ppm ND PE ND et al
(2001)
Eau de boisson
PC(SM Vathana et
28-37 ) 0-77 20mg/sujet/jour +9 +5 -8 al (2002)
40mg/sujet/jour +18 +9 -9
Aliment
Non PC(SM 0-6 10 ppm +2 +2 PE Lohakare
identifiée ) sem 50 ppm +6 +4 PE | etal (2005)
100 ppm +9 +12 +3
200 ppm +10 +13 +4
PC(SM | 1-7 Aliment Fathy
27,6-356 | sem (2006)
3mg/Kg (0,03%) | -6 +10 +17
Aliment
o5 30 PC(SM 3-6 100 ppm +17 -8 -20 Mbajiorgu
) sem 200 ppm +47 -5 -31 | etal (2007)
300 ppm +78 -12 -47
1000 ppm +150 -14 -63
Aliment +
Roussan
gggg&gﬂ; PC(F) Se?n mélange +43 +11 -22 et al
ASA/AA/Na (2008)
HCOs/KCI

*Les variations des paramétres sont exprimées en % par rapport aux témoins. AA : acide

ascorbique ; GP : gain de poids ; IA : ingéré alimentaire ; IC : Indice de consommation ; PP :
poule pondeuse ; PC : poulet de chair ; SM : sexes mélangés ; M : males ; F : femelles ; PE :
pas d’effet ; ND : Non déterminé




1.2.  Facteurs influengant les effets de la vitamine C sur les

Performances de croissance
L’amélioration des performances de croissance induite par I’addition de la vitamine C
varie en fonction du type de stress thermique. En effet, I’acide ascorbique semble avoir un
meilleur effet chez les poulets exposés a des températures cycliques (Njoku, 1986 ; Vathana
et al., 2002 ; Fathy, 2006) par rapport a ceux élevés dans un milieu a température élevée
constante (Mckee et al., 1997 ; Puthpongsiriporn et al., 2001).

D’autre part, I’effet positif de la vitamine C sur les performances du poulet a la chaleur
dépend de la température d’exposition. En effet, cet impact est encore plus important lorsque

la température ambiante dépasse 34°C (Njoku, 1986 ; Vathana et al., 2002).

Aussi, la dose de vitamine ajoutée est également un facteur important. Les concentrations de
200 et 400 ppm semblent produire les meilleurs effets (Njoku, 1986 ; Lohakare et al., 2005 ;
Mbajiorgu et al., 2007).

L’ajout de la Vit C dans l’aliment donne de meilleure performance par rapport a la

supplémentation hydrique (Maurice et al., 2004 ; Abidin et katoon, 2013).

Il. Effet de la vitamine C sur la mortalité

L’addition de vitamine C dans I’eau de boisson ou dans [D’aliment réduit
significativement le taux de mortalité des poulets soumis au stress thermique (Mckee et
Harrison, 1995 ; Shewita et al., 2019). Aussi, les effets bénefiques de la supplémentation
alimentaire des volailles en vitamine C sur la mortalité des poulets élevés en conditions de
stress thermique a largement été documenté (Maurice et al., 2004 ; Abidin et katoon, 2013 ;
Shewita et al., 2019). Fathy, (2006) a enregistré un taux de mortalité de 8,9% contre 2,2%
chez des poulets non supplémentés et supplémentés respectivement. Soit un taux

d’amélioration de la survie de 37%.

La supplémentation en vitamine C permet de convertir les protéines et les graisses du corps en
énergie pour la production et la survie, a travers une augmentation de la sécrétion de
corticostérone (Marshall et Hughes, 1980 ; Pardue et al., 1985a, 1985b ; Bains, 1996 ; Giang
et Doan, 1998 ; Doan, 2000 ; Vathana et al., 2002). Aussi, la vitamine C joue un r6le dans la

synthese des leucocytes, plus précisément les phagocytes et les neutrophiles, qui jouent un

-



role important dans le systeme de defense des poulets lors de stress thermique permettant

ainsi, de réduire la mortalité (\Vathana et al., 2002).

I11. Effet de la Vitamine C sur les paramétres physiologiques

I11.1. Effet de la Vitamine C sur la température rectale et la

fréquence respiratoire

Dans les conditions de chaleur, I'ajout de vitamine C a l'eau de boisson a raison de 0,5 g/
litre, réduit la température rectale des poulets par rapport aux non supplémentés (Abioja et al.,
2013).

Kutlu et Forbes (1993) et Sayed et Shoeib (1996) rapportent que I’acide ascorbique réduit la
température cutanée et rectale des poulets de chair. Toutefois, Ashtiani (2004) a montré que
I'inclusion de vitamine C dans l'alimentation des poulets de chair n'entraine aucune différence
de température cloacale par rapport aux poulets recevant un régime standard non
supplémenté. L’addition de la vitamine C est associée a la réduction des réponses au stress par
la diminution du taux plasmatique de corticostérone (Mahmoud et al., 2004), qui est un bon
indicateur de stress chez les oiseaux. La vitamine C agit au niveau du cortex surrénalien ou
elle réduit la synthese et la libération de corticostérone. La quantité réduite de corticostérone
en circulation aide a maintenir la température corporelle (Mahmoud et al., 2004). Il a été

observé que l'effet de la vitamine C était plus prononcé en phase de finition.

Tableau 2 Effet de la supplémentation en vitamine C sur la température rectale des
poulets de chair élevés pendant la saison chaude (Abioja et al., 2013).

Semaines Témoin Vit C
5 41,98 41,86
6 42,33 42,16
7 42,247 42,00
8 42,26% 42,04°
Moyenne 42,20° 42,02°

a,b : différents exposants different significativement (P<0,05) sur la méme ligne.




La fréquence respiratoire des poulets de chair soumis aux conditions de stress thermique est
modulable par la vitamine C (Kutlu et Forbes, 1993). L’ajout de vitamine C réduit la
fréquence respiratoire et le haletement du poulet soumis au stress thermique (Abioja et al.,
2013).

111.2. Effet de la Vitamine C sur les réponses hématologique et

Immunitaire :

En conditions de thermoneutralité, la vitamine C contribue au maintien de la fonction
immunitaire, elle active la cicatrisation des plaies et participe a la formation des globules
rouges (Booster, 2020). Les globules blancs, gardiens de I'immunité, contiennent pres de 60
fois plus de vitamine C que le plasma sanguin (Pauline, 2018). Différents travaux ont pu
démontrer que des concentrations élevées en vitamine C induisent une meilleure mobilisation
des globules blancs et des neutrophiles leur permettant ainsi de s'attaquer beaucoup plus
facilement aux bactéries (Sabah Elkheir et al., 2008). La vitamine C est également
indispensable a la synthése d'anticorps (Dieter et Breitenbach, 1971 ; Lohakare et al., 2005 ;
Ichiyama et al., 2009 ; Gouda et al., 2020 ; Shakeri et al., 2020). Elle possede en outre un
effet antiviral a fortes doses en favorisant la synthése et I'activité de l'interféron qui empéche

la pénétration du virus dans la cellule (Source Internet 1).

L’addition d’acide ascorbique a différentes concentrations dans 1’aliment ou dans I’eau de
boisson, diminue le rapport H/L des poulets soumis a un stress thermique (Mckeeet Harrison,
1995 ; Lohakare et al., 2000 ; Zulkifli et al., 2000) . Cette diminution est liée a 1’¢1évation du
nombre des lymphocytes (Aengwanich et al., 2005). La vitamine C induit une immunité
humorale optimale chez les poulets soumis a un stress thermique chronique, et protége la
bourse de Fabricius des effets des glucocorticoides sécrétés lors de 1’exposition a de fortes

chaleurs (Aengwanich et al, 2005).

La vitamine C est présente a des concentrations élevées dans les cellules immunitaires, mais
elle est épuisée rapidement dans des conditions de stress. Le mécanisme d’action de la
vitamine C sur la fonction du systéme immunitaire, reste inconnu. Toutefois, ’effet de la
vitamine C sur les phagocytes, la production de cytokines, les lymphocytes et le nombre de
molécules d'adhésion cellulaire dans les monocytes a été précédemment rapporté (watson et
al., 2010 ; sorice et al.,2014). Elle protege les cellules contre les dommages oxydatifs et
améliore le fonctionnement du systéme immunitaire (abidin et katoon, 2013 ; lohakare et al.,

2005). Les Effets de I’addition de la vitamine C sur le nombre des hétérophiles, des



https://www.consoglobe.com/redacteur/pauline_petit
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Harrison%20PC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

lymphocytes et le rapport H/L du poulet exposé a des températures élevees sont synthétisé

dans le tableau 3réalisé par Ouagueni en 2013.

Tableau 3 Effet de ’addition de la vitamine C sur le nombre des hétérophiles, des
lymphocytes et le rapport H/L du poulet exposé a des températures élevées (Ouagueni,
2013).

UGBTI Espéce | Age | Traitement AA | H* | L* H/L* Auteur}s et
ambiante Année
Stress C(F) 0-6 Eau de boisson Zulkifkli et al
sem (200)
Chronique -10 | +3 -11
24-34 1200 ppm
33 PC 4-7 Aliment Aengwanich et
(SM) sem al (2003)
ND | +9 ND
200 mg/kg ND |[+8 ND
400 mg/kg ND |PE |ND
800 mg/kg
Non Controlée PC 0-6 Aliment Lohakare et al
(SM) sem (2005)
ND |ND |[-27
10 ppm ND |ND |-13
50 ppm ND [ND |-7
100 ppm ND |ND |-24
200 pmm

Les variations des paramétres sont exprimées en % par rapport aux témoins. AA : acide ascorbique ; H
: hétérophiles ; L : lymphocytes ; H/L : hétérophiles/ lymphocytes ; C : caille ; PC : poulet de chair;
SM : sexes mélangés ; F: femelles; PE: pas d’effet, ND: Non déterminé.
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Chapitre 3. Effets de la Vitamine C sur le tractus digestif et la
morphométrie intestinale

I. Effet de la Vitamine C sur la digestibilité de la ration alimentaire :

En conditions de thermoneutralité, la vitamine C améliore la digestibilité des
nutriments en améliorant la rétention des protéines brutes, des matieres grasses, de la

cellulose brute et de I’énergie (Sahin et Kiicuk, 2001).

En condition de stress thermique, la caille japonaise a montré une amélioration de la
digestibilité des nutriments lors d’une supplémentation alimentaire en acide ascorbique.
(Sahin et Kucik, 2001). En effet, L'allongement de I’intestin permet un allongement du temps
de transit permettant une meilleure utilisation digestive et une plus grande performance
(Viveros et al 2011 ; Jahejo et al., 2016). Lorsque la poule pondeuse est élevee sous de faibles
températures ambiantes (6,2°C), I’utilisation de la matiére seche, des protéines brutes et des
matiéres grasses est largement réduite (Sahin et Kdiclik, 2001). Toutefois, une
supplémentation en acides ascorbiques réduit largement ces effets négatifs (Sahin et Kucuk,
2001).

Tableau 4 Effets du stress thermique et de la supplémentation en acide ascorbique sur la
rétention des nutriments des poulets de chair (Jahejo et al., 2016)

Température Normale Température Elevé
Nutriment (%0)
Témoin Vitamine ¢ Témoin Vitamine ¢

Protéine brute 77+1P 79+12 73+1.25° 75+0.85P
Extrait a I’éther 69+1P 7512 70+1P 73+0.362
Cellulose brute 33+1° 33.30+17 29+0.52° 31+0.70?
Energie 78412 80+12 70+1° 79+12
Métabolisée

a-b Les moyennes dans une colonne ne partageant pas un exposant commun different a P <
0,05.
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Il. Effet de la Vitamine C sur le poids et la longueur de I'intestin

L'acide ascorbique améliore le développement des intestins en conditions de stress
thermique (Jahejo et al., 2016). Le poids et la longueur de l'intestin (duodénum, jéjunum et
iléum) des poulets de chair élevés en ambiance chaude, sont plus importants chez les sujets
ayant recus une supplémentation en vitamine C que les sujet nourris par une alimentation
standard (Jahejo et al., 2016).

Tableau 5 Effets du stress thermique et de la supplémentation en acide ascorbique sur le
poids (g), la longueur (cm) du duodénum, du jéjunum et de I'ilium des poulets de chair
(Jahejo et al., 2016).

Température Température Elevé
Items Normale
Témoin Vitamine Témoin Vitamine
c c
PoestnGa) 42010 | #2002 | 33040260 | 3.76:0.5°
Longueur de Gros 12.10+0 14.20+0.2 11.23+0. 12.70+0.
intestin(cm) .262 a 2sb 262
Duodenum() 15+12 | 1O-0RELS 13+1° 14412
Duodenam(em) | 30%1° SLoOELS 27410 28412
Poids de Jéjunum(g) 201'5?26;1 99402 18.5?7%10. 19.?765:0.
Longueur de 81.66+1 85.3311.5 78.33+1.
Jéjur?um(cm) 522 24 52b 80+1°
Poids de lléon(g) | et | 1HEUS 16+1° | 18412
Longueur 66_'5323;: 1 68'3{33:;: 20 65+1° 67+12
d’Tléon(cm)

a-b Les moyennes dans une colonne ne partageant pas un exposant commun difféerent a P <

0,05.

I11. Effet de la Vitamine C sur la morphométrie digestive

Le stress thermique a des effets néfastes sur I'épithélium intestinal, entrainant une
diminution de la hauteur des villosités et de la profondeur des cryptes (Yamauchi et al.,
2006). Burkholder et al., (2008) ont signalé une diminution de la profondeur de la crypte

lorsque le poulet est soumis a une température ambiante de 30 °C pendant une durée de 24 h
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par rapport au poulet élevé a 23 °C. En conditions de stress thermique, ces mémes auteurs

rapportent une diminution de presque 18,8 % de la hauteur des villosités.

Dans les conditions de stress thermique, 1’acide ascorbique augmente la taille moyenne des
villosités, la hauteur, la largeur et la profondeur des cryptes des différentes parties de I'intestin

(duodénum, jéjunum, iléum) (Jahejo et al., 2016).

La supplémentation en acide ascorbique augmente I'épaisseur de la couche musculaire du
jéjunum des oiseaux élevés en thermoneutralité mais reste sans effet en condition de stress
thermique (Hajati et al., 2015). Aussi, aucun effet de cet additif sur la largeur des villosités, la

profondeur des cryptes et la hauteur des villosités, en condition de chaleur.

Tableau 6 Effets du stress thermique et de la supplémentation en acide ascorbique sur la
longueur, la largeur et la taille de la crypte a la profondeur des villosités du duodénum,
du jejunum et de I'ileon des poulets de chair (Jahejo et al., 2016).

Items(um) Température Normale Température Elevé

Témoin Vitamine Témoin Vitamine ¢
c

dodénum(um) 1430+26> | 1573%25% | 1383476 1416+40°

Largeur de

duodenum(um) 15742 17345° 15045 151475

Crypte a la

profondeur de 6+0.5° 8+0.5° 5+1P 5+0.57"

duodénum(pm)

Hauteur de

jéjunum(um) 12664510 | 1366+28% | 1233+20° 1250+50°

Largeur de 153+0.88> | 1O0SR*" | 1494450 150.0p+4

jéjunum(pum) b

Crypte a la 7.33£0.57 5 33+0.57

rofondeur de b Tta b -

Ejunum(um) 5.73+0.64 51

Hauteur de 1163;%;54'8 1300+£50° | 110050 1150£50°

Ileon(um)

Largeur de 13645.29° 16045 126+7.63 131+9.64°

Iléon(um) b

Crypte a la

profondeur 5.500+0.5" 7+12 4.8+0.35" 5+1°

d’Iléon(pum)

a-b Les moyennes dans une colonne ne partageant pas un exposant commun différent a P < 0,05.
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PARTIE
EXPERIMENTALE



Matériels et
Meéthodes



I.  L’objectif de I'étude

L’objectif de notre étude est d’évaluer I’'intérét de la supplémentation alimentaire en

Vitamine C, sur I’histomorphométrie intestinale du poulet de chair élevé en période estivale.

Cette étude est une continuité d’un travail de recherche dont le protocole expérimental
a été mis en place et réalisé sur terrain par les membres d’une équipe de recherche du

laboratoire « Santé et Production Animales ».

Il. Rappel du protocole expérimental

L’essai a été réalisé pendant la saison estivale entre les mois de Juin et Aodt sur une

durée de 49 jours. L’essai s’est déroulé en 2 périodes :

Une période allant de JO a J28, ou l'ensemble des poulets était soumis a des
conditions standards d'élevage,

Une période s’étalant de J28 a J49, durant laquelle la vitamine C a été supplémentée

dans I’aliment du groupe poulets concerné (figure 1)

Au total, 440 poulets males, ages de 28 jours ont été répartis en 2 lots (5 répétitions de
22 sujets) : un lot « Témoin » nourri avec un aliment standard adapté a 1’age et un lot «
Vitamine Recevant un aliment standard adapté a 1’age, supplémenté de 400 ppm d’Acide

Ascorbique a partir de J28.

Pendant toute I’expérimentation, (J28 a J49), I’cau et I’aliment ont été distribués a
volonté. L’ensemble des animaux était élevé dans un méme batiment et soumis aux mémes
fluctuations des températures ambiantes de la saison estivale. Les valeurs moyennes de la
température ambiante et de I’hygrométrie enregistrées au cours de I’essai étaient

respectivement de 30°C+1 et 58 % + 5.




Mise en Répartition Abattage
place

v v v

Période pré- Période expérimentale
expérimentale

JO 128 142 J49.

Supplémentation
alimentaire en Vitamine C

Figure 1. Schéma récapitulatif du protocole expérimental.

1. Lieu et durée de I'étude
Le travail a éte réalisé au laboratoire d’ Anatomie Pathologique de 'ENSV, durant la

période allant du 23 avril au 1 juin 2022.

IV. Matériels du laboratoire
IV.1. Verreries

e Lame et lamelle.
e Cuve de coloration en verre (Type Hellendhal et type schiffedecker).

e Boite de coloration Type Hausser-Gedigk.

V.2 Appareils (Photos 1,2,3,4,5)

e FEtuve

e Microtome

e Plaque chauffante
e Bain Marie

e Microscope

.



Photo 1. MICROTOME Photo 2. ETUVE

HI 1210

Photo 4. BAIN MARIE Photo 5. MICROSCOPE




V. Mesures Réalisées

V.1 Morphométrie de I’intestin

Dix males ont été prélevés a partir de chaque lot expérimental (2 sujets par parquet).
Les oiseaux sont pesés puis sacrifiés. Apres autopsie, ’intestin est pesé puis étalé sur une

table puis la longueur est mesurée.

V.2 Mesure Des Villosités Intestinales
V.2.1.L’histologie

Apreés I’abattage, ’intestin gréle est prélevé, et les trois segments ont été délimités
a savoir le duodénum, jéjunum et I’iléon afin de réaliser des prélévements d’échantillons
et fixés dans une solution de formol a 4%, puis conservés pour réaliser les coupes
histologiques.
Deux portions de chaque segment intestinal sont prélevées. Une de la partie proximale et
I’autre de la partie distale.
Les techniques histologiques utilisées dans notre essai sont celles couramment décrites par
Martoja et al., (1970).

Les différentes étapes de la réalisation des lames sont :

> Prélevement des tissus

Le prélevement doit se faire aussi délicatement que possible afin de ne pas dégrader
I’organisation tissulaire. Une fois obtenu, ce prélévement doit immédiatement étre immerge

dans un grand volume de liquide fixateur.
» La fixation

La fixation a pour but de conserver les structures et les constituants cellulaires dans un
état aussi proche que possible de leur état vivant et ainsi de les stocker pour permettre des
préparations permanentes, avec arrét de toutes activités mitotique et enzymatique. Ainsi que

le durcissement de la piéce anatomique.

Les liquides fixateurs les plus utilisés en pratique courante sont le formol ou le liquide de

Bouin (mélange d’eau 5%, acide acétique 10%, formol 25% et d’acide picrique 75%).

La durée de la fixation varie selon le volume des prélévements.




La Procédure :

La fixation doit étre immédiate apres le prélévement aussi bien sur place qu'au
laboratoire, pour empécher une putréfaction du tissu par autolyse et par altération

microbienne(putréfaction).

Le volume du fixateur doit étre de 20 a 50 fois celui du prélevement. En routine, les pieces
séjourneront de 24 a 48 heures dans le fixateur et y seront totalement immergées. Aucune
piece ne doit flotter au-dessus du fixateur car la fixation ne sera ni bonne ni homogéne. Ce

temps est toutefois adapté selon la consistance et la taille du tissu.

» L'inclusion L'enrobage

L’inclusion a pour but d’enfermer le prélévement dans une substance qui le pénetre et
I’infiltre. Les tissus acquic€rent ainsi une consistance qui permet d’obtenir des coupes minces-

au microtome.

La substance d’inclusion, généralement la paraffine, est une substance liquide a chaud,

solide a température ambiante, insoluble dans I'eau et dans l'alcool.
La Procedure :

Le prélevement fixé, est d’abord découpé macroscopiquement en plus petits
morceaux lorsqu’il s’agit d’un organe. Chaque morceau est bien identifi€¢ par un code
(association de lettres et d’un nombre). Une transcription est faite dans un registre de
travail. Les préléevements sont ensuite déposés dans des paniers spécifiques ou cassettes
avec leur identification sur papier ou sur le bord des cassettes (inscription avec un crayon

mince 2B).

- Déshydratation par les alcools

Le prélevement est d’abord déshydraté (immersion dans des bains successifs d’alcool

a concentrations croissantes jusqu'a alcool absolu)

- Remplacement de I’alcool par un solvant de la paraffine (éclaircissement)

Un solvant de la paraffine est destiné a chasser I’alcool par trois bains successifs

de toluéne ou de xyléne.
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- L’inclusion proprement dite dans la paraffine fondue prend la place

dusolvant.

» La micromisation et le collage des coupes sur lame

Ils permettent d’obtenir des coupes dont I’épaisseur est de 5 a 7 um et de les mettre

sur un support de verre transparent.

Procédure :

- L’équarrissage par I’enleévement a 1'aide d’un couteau, de ’excédent de paraftine :

Il doit rester qu'environ 5 mm de paraffine autour de la piéce.

-Le montage du bloc sur son support :
On doit préter une attention particuliere au montage du bloc sur son support. Sa bonne
orientation par rapport au couteau est primordiale. Le blog doit rester paralléle au couteau.

Le couteau est extrémement tranchant.

Les éléments composant un tissu ou un organe sont orientés par hasard par rapport
au plan de section dans le bloc. Il est donc difficile de faire une coupe longitudinale ou
transverse exacte d’un tube. Si le rasoir passe le long de I’axe du tube, on obtient une
coupe longitudinale ou axiale. Celle-ci apparait comme deux traits paralleles. Si la coupe
est faite parallelement a l'axe du tube, mais dans I’épaisseur méme de sa paroi, il en
résulte une coupe tangentielle. Celle-ci apparait comme une surface rectangulaire assez

large.

La coupe d’une sphére creuse prés de son pOle, donne une coupe tangentielle qui
aura la forme d’un petit disque sans cavité centrale. Si ’on coupe plus prés de son centre,

on obtient un disque plus grand avec une cavité.

Le dégrossissage au microtome permet d’éliminer la paraffine qui se trouve en avant

du préléevement pour obtenir une coupe entiere du tissu a colorer.

Le prélevement imbibé de solvant est ensuite imprégné a chaud dans un bain successif de

paraffine fondue a 56-60 degrés dans I'étuve.

- Le coulage du bloc a I’enrobage dans la paraffine :

La préparation du bloc de paraffine (enrobage) se fait au moyen d’un petit moule
préalablement chauffé dans lequel on verse de la paraffine fondue grace a un distributeur
de paraffine. Dans celle-ci on place rapidement la piece en I’orientant convenablement
suivant les coupes transversales ou longitudinales pré-envisagées. Puis on laisse refroidir la

paraffine. Aprés refroidissement complet, le bloc de paraffine est démoulé.
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On utilise la fiche d’observation pour noter les différentes phases de I’inclusion.

> Le Montage des coupes

Le montage des coupes permet la protection mécanique de la préparation, la
conservation des colorations et I’obtention d’un degré de transparence et d’un indice de

réfraction avantageux d'un point de vue optique.

La Procédure : aprés coloration, on dépose sur chaque coupe, un milieu permanent, iso-
réfringent avec le verre (baume de canada, milieux synthétiques tel que le D.P.X, I'Eukitt.)
puis on la recouvre d'une lamelle couvre objet. Lors de manipulation, aucune bulle d'air ne

doit s'insérer entre la lame et la lamelle.

Apres le montage, les coupes sont rangées dans des boites spécifiques a I’abri de la

poussiere.

> Lecture des lames

La lecture des lames a été réalisée a 1’aide du microscope « MOTIC » muni d'une
caméra, au grossissement Gx4 et d’un logiciel de mesure le logiciel MOTIC Image plus 2.0.
Sur chaque lame, nous avons mesuré la hauteur et la largeur de 10 villosités intestinales.

Les données ont été ensuite enregistrées sur une feuille Excel.

Hauteur >

Largeur >/

Figure 2. Exemple de la mensuration des villosités intestinale
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V1. Analyse statistique

Les différents résultats sont décrits par la moyenne et I'erreur standard (SE, calculée a
partir de la déviation standard SD. L’homogénéité de la variance entre traitements a €té
vérifiée par le test de Bartlett qui s’est avéré non significatif (P>0,05). Les résultats ont été
alors soumis a une analyse de variance a un facteur (ANOVA 1) afin de déterminer I’effet de
la supplémentation en vitamine C sur les paramétres considérés. Le seuil de signification
choisi est d’au moins 5%. Toutes ces analyses sont effectuées a 1’aide du programme

StatView (Abacus Concepts, 1996, Inc., Berkeley, CA94704-1014, USA).




Résultats



I. Effet de la supplémentation en vitamine C sur la morphométrie
intestinale

|.1. Poids et longueur de P’intestin

Le poids moyen et la longueur moyenne de I’intestin des poulets de chair supplémentés en

vitamine C et soumis a un stress thermique chronique sont présentés dans le tableau (7).

Tableau 7 Effet de la supplémentation alimentaire en vitamine C sur le poids et la
longueur de I’intestin des poulets de chair soumis a un stress thermique chronique

Parametres Témoin Vit C Valeur de P
Poids de intestin (g) 119,59 + 1,22 102,07 £ 2,83 <0,0001
Longueur de I’intestin (cm) 255,66 + 1,73 243,00 % 3,57 0,003

Témoin : Non supplémenté en vitamine C. Vit C : supplémenté en vitamine C

La supplémentation alimentaire en vitamine C des poulets de chair soumis a un stress
thermique n’a pas amélioré le poids et la longueur de I’intestin par rapport aux poulets non
supplémentés. De légeres supériorités de +14 et 5% (P<0.05) sont enregistré respectivement

pour le poids et la longueur de I’intestin en faveur des sujets non supplémentés.

1. Effet de la supplémentation en vitamine C sur ’histométrie de
Pintestin

11.1. Villosités du Duodénum
La hauteur et largeur des villosités de duodénum proximale et distale des poulets de chair

supplémenté en vitamine C et soumis a un stress thermique chronique sont présenté dans le
tableau (8).




Tableau 8 Effet de la supplémentation alimentaire en vitamine C sur la hauteur et la
largeur des villosités du duodénum des poulets de chair soumis a un stress thermique

chronique

Témoin Vit C Valeur de P
Hauteur DP (pm) 4255,37 £ 192 7514,39 + 1932 0,1024
Largeur DP (um) 695,57 + 23,77 789,65 + 47,52 0,0857
Hauteur DD (pm) 4561,26 + 194 7515,34 + 155 < 0,0001
Largeur DD (pm) 668,68 + 26,24 950,22 + 20,72 < 0,0001

Témoin : Non supplémenté en vitamine C. Vit C : supplémenté en vitamine C. DP : villosités de duodénum proximale. DD :

villosités de duodénum distale.

La supplémentation alimentaire en vitamine C des poulets de chair soumis & un stress
thermique n’a pas modifié significativement (P>0,05) la hauteur et la largeur des villosités de
duodénum proximal par rapport a celles des villosités des poulets abreuvés en eau non
supplémentée. Toutefois une 1égére tendance a I’augmentation a été enregistrée (hauteur p =

0,10 ; largeur p=0,08). Par contre, Cet additif a nettement amélioré la taille des villosités de la

partie distale du duodénum (P<0,0001).

11.2. Villosités du Jéjunum

La hauteur et la largeur moyennes des villosités du jéjunum proximal et distal des poulets de

chair supplémenté en vitamine C et soumis a un stress thermique chronique sont présenté dans

le tableau (9).
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Tableau 9 Effet de la supplémentation alimentaire en vitamine C sur la hauteur et la
largeur des villosités du jéjunum des poulets de chair soumis a un stress thermique

chronique

Témoin Vitamine C Valeur de P
Hauteur JP (um) 4695,35 + 126 5761,77 £ 222 0,0002
Largeur JP (um) 674,10 + 15,62 808,44 + 26,95 0,0001
Hauteur JD (um) 4056,01 + 146 5323,47 + 157 < 0,0001
Largeur JD (um) 763,15 + 13,44 886,11 + 17,75 <0,0001

Témoin : Non supplémenté en vitamine C. Vit C : supplémenté en vitamine C. JP : villosités de jéjunum proximale. JD :

villosités de jéjunum distale.

La hauteur et la largeur moyennes des villosités des deux parties (distale et proximale) du
jéjunum sont significativement plus importantes chez les poulets supplémentés en Vit C que

celles des villosités du groupe témoin. Une supériorité de +22 (P<0,001) et +31% (P<0,0001)

est enregistrée pour la hauteur du JP et JD respectivement et de +20 et 16 % (P<0,0001) pour

la largeur du JP et JD respectivement.

I1.3. Villosités de I’iléon

La hauteur et la largeur moyennes des villosités de 1’iléon proximal et distal des poulets de

chair supplémenté en vitamine C et soumis a un stress thermique chronique sont présenté dans

le tableau (10).
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Tableau 10 Effet de la supplémentation alimentaire en vitamine C sur la hauteur et la
largeur des villosités de I’iléon des poulets de chair soumis & un stress thermique
chronique

Témoin Vitamine C Valeur de P
Hauteur IP (um) 3820,64 + 111,89 5565,99 £192,82 < 0,0001
Largeur IP (um) 642,96 + 24,49 913,13 + 21,50 < 0,0001
Hauteur ID (pm) 1878,49 + 69,61 3067,31 £ 109,19 < 0,0001
Largeur ID(pm) 976,93 + 22,47 1107,90 + 39,17 0,0065

Témoin : Non supplémenté en vitamine C. Vit C : supplémenté en vitamine C. IP : villosités d’iléon proximale. ID :

villosités d’iléon distale.

Les résultats ont montré que la supplémentation en vitamine C des poulets de chair soumis a
un stress thermique chronique a amélioré significativement la hauteur et la largeur des
villosités de I’iléon proximale et distale par rapport aux sujets non supplémentés (P<0,01). Un
net développement de la taille des villosités de ce segment intestinal de + 46 et + 42 % pour la
hauteur et la largeur de la partie proximale et +63% et +14 % pour la hauteur et la largeur de

la partie distale est enregistre.
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Discussion



Chez le poulet de chair, le tractus gastro-intestinal est particulierement sensible. En effet,
en conditions de stress thermique, des changements morphologiques et physiologiques de ce
systeme affectent négativement la fonctionnalité et I’intégrité de I’épithélium intestinal (Kang

&Shim, 2020) et par conséquence la santé et la production des poulets.

L’acide ascorbique ou la vit C est un des additifs, les plus utilisé en aviculture pour lutter
contre les effets néfastes du stress thermique (Cinar et al., 2006 ; Hajati et al., 2015 ; Humam
et al., 2019). Son role thermogénique et antistress a largement été rapporté par la littérature
(Ouagni, 2016).

Dans notre étude, 1’ajout de 400 ppm de vitamine C dans 1 kg d’aliment des poulets de chair
soumis aux contraintes des fortes chaleurs chroniques, n’a pas amélioré¢ le poids et la longueur
de I’intestin. Ces résultats corroborent ceux enregistrés par Hajati et al., (2015). Ces derniers
ont montré que la supplémentation de 300 mg de vitamine C dans 100 ml d'eau de boisson des
poulet soumis a de fortes températures de 34 + 1 °C pendant 42 jours, n’a pas eu un impact
positif sur la longueur de I'intestin (P> 0,05). Pareillement, (Jahejo et al., 2016) ont rapporté
que lors d’une supplémentation alimentaire en vit ¢ (150 mg / kg), les valeurs numériques du
poids et de la longueur de I’intestin étaient statistiquement équivalentes avec celles des

poulets témoins.

L’¢étude histométrique des villosités de la paroi des différentes parties de 1’intestin gréle
a révelé plusieurs effets positifs de la vitamine C. En effet, mise a part la hauteur et la largeur
des villosités de la partie proximale du duodénum qui ont montré une tendance a la
signification, toutes les mesures des autres compartiments ont présenté un meilleur
développement des villosités par I’addition de la Vit C dans 1’aliment en condition de chaleur,
par rapport aux poulets non supplémentés. Il a été rapporté qu’une taille réduite des villosités
induit & une moindre absorption chez les poulets élevés au chaud (Mitchell et Carlisle, 1992).
Humam et al., 2019 ont révélé que I’addition de 200 mg d’acide ascorbique par kilo
d’aliment, pendant la phase de croissance et finition, a augmenté significativement la hauteur
des villosités dans le duodénum, le jéjunum et I'iléon des poulets de chair soumis a un stress
thermique chronique. De méme, une supplémentation en acide ascorbique a amélioré
simultanément la hauteur et la largeur des villosités des trois segments de ’intestin gréle

(duodénum, jéjunum et iléon) (Hajati et al., 2015 ; Jahejo et al., 2016).

La hauteur des villosités et la profondeur des cryptes sont des indicateurs importants de

la fonction intestinale et de la santé animale (Uni et al., 1995, Humam et al., 2019). Les




villosités sont les composants clés responsables de I'absorption des nutriments dans I'intestin
gréle (Caspary, 1992). L'augmentation de la hauteur des villosités et la diminution de la
profondeur des cryptes peuvent entrainer une absorption accrue des nutriments et une
amélioration des performances de croissance (Xu et al., 2003). Fan, et al., (1995) ont affirmé
que l'augmentation de la hauteur des villosités est positivement corrélée a l'augmentation du
renouvellement des cellules épithéliales, conduisant une meilleure performance globale du
poulet (Viveros et al., 2011).




Conclusion,
Recommandations
et Perspectives



Conclusion

Le présent travail, nous a permis d’évaluer une solution nutritionnelle basée sur la
supplémentation alimentaire en vitamine C, en vue de réduire les effets négatifs induits par le
stress thermique chronique sur I’histomorphométrie de I’intestin du poulet de chair élevé en

période estivale.

Globalement, dans nos conditions de stress thermique chronique, la supplémentation
alimentaire en vitamine C (400 ppm) n’a pas amélioré de maniére significative le poids et la

longueur de I’intestin.

En revanche, la taille des villosités qui conditionnent ’absorption au niveau de I’intestin gréle
(duodénum proximale et distale, jéjunum proximale et distale, iléon proximale et distale)
semble étre amélioré chez les poulets supplémentés en vitamine C et soumis a un stress

thermique chronique.

Recommandations

Il serait intéressant d’évaluer I’effet de cet additif lorsqu’il est associ¢ avec d’autres solutions
d’ordre nutritionnelle (la vitamine E, Curcumine, Bétaine...) ou bien avec des solutions
d’ordre techniques (Régime d'alimentation double, Alimentation humide, Ajout de graisses

dans le régime alimentaire...).
Perspectives

Bien que les résultats de cette étude soient préliminaires, ils ouvrent de nouvelles voies de
recherche intéressantes en aviculture. Celles-ci incluent l'utilisation de nouvelles techniques
sains et l'utilisation alternative de nouveaux produits naturels pour lutter contre les pertes
économiques causées par les températures élevées. Des recherches supplémentaires sont
nécessaires pour confirmer les bienfaits de la vitamine C testée dans nos conditions d'élevage.
En effet, l'industrie de la santé animale soutient sans réserve cette perspective de protection de
la santé humaine et animale, de protection de I'environnement, de garantie du bien-étre animal

et de permettre la production daliments sains.

.
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Résumé

L’objectif de cette étude est d’évaluer I’'impact de la supplémentation alimentaire en vitamine
C sur I’histomorphométrie intestinale du poulet de chair ¢levé en condition de stress
thermique chronique. Au total, 440 poulets males, agés de 28j ont été répartis en 2 lots, un lot
« Témoin » nourri avec un aliment standard adapté a I’dge et un lot « Vitamine C » recevant
un aliment standard adapté a I’4ge et supplémenté de 400 ppm d’Acide Ascorbique a partir de
J28. Pendant toute I’expérimentation, (J28 a J49), ’eau et I’aliment ont été distribués a
volonté. L’ensemble des animaux était ¢levé dans un méme batiment et soumis aux mémes
fluctuations des températures ambiantes de la saison estivale (30°C+1). A I’abattage, le poids
et la longueur de I’intestin ont été mesurés et les lames histologiques de la paroi des parties
proximales et distales du duodénum, jéjunum et I’iléon ont été réalisées. Dans nos conditions
de stress thermique chronique, la supplémentation alimentaire en vitamine C (400 ppm) n’a
pas amélioré de maniére significative le poids et la longueur de I’intestin. En revanche, la
taille des villosités du duodénum proximale et distale, jejunum proximale et distale, iléon
proximale et distale semble étre amélioré chez les poulets supplémentés en vitamine C et

soumis a un stress thermique chronique.

Mots clés : Vitamine C, Histomorphometrie, Stress thermique, Poulet de chair, Intestin

Abstract

This study was conducted to determine the effect of dietary supplementation with vitamin C
on intestinal histomorphometry of broiler chickens subjected to chronic heat stress. A total of
440 28-day old chickens were divided into 2 groups a “Control” group fed with a standard
diet and a “Vit C” group receiving a basal diet supplemented with 400 ppm of vit C. During
all of the experiment (d28 to d49), water and food were distributed ad libitum. All the animals
were reared in the same conditions and subjected to the same ambient temperature
fluctuations in ambient temperatures of the summer season (30°C+1). At slaughter, the weight
and length of the intestine were measured and histological slides of the wall of the proximal
and distal parts of the duodenum, jejunum and ileum were made. In our chronic heat stress
conditions, dietary vitamin C supplementation (400 ppm) did not significantly improve
intestine weight and length. On the other hand, the size of the villi of the proximal and distal
duodenum, jejunum and ileum seem to be improved in chickens supplemented with vitamin C

and subjected to chronic heat stress.

Key words: Vitamin C, Histomorphometry, Heat stress, Broiler, Intestine
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