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RESUME

Pour mettre fin a I’élimination des poussins males d’un jour, des méthodes d’identification rapides et fiables du
sexe de I’embryon avant le développement d’une sensibilité a la douleur ont été recherchées. Si diverses études
excluent la sensation de douleur avant le 7e jour d’incubation, il n'existe aucune donnée fiable du 7e au 15e jour.
Aucune méthode de sexage in ovo commercialisable, actuellement utilisée, n'est applicable avant le 7e jour
d’incubation. La question se pose : comment traiter les embryons males écartés aprés le 7e jour d'incubation. Un
flux électrique a été étudié pour anesthésier des embryons males afin d'éviter une éventuelle sensation de douleur
pendant la fin du développement. Un courant de 110 V AC a été appliqué pendant 2 secondes a 304 et 56 ceufs
embryonneés. Apres étude statistique, les réactions associées a une éventuelle conscience de la douleur étaient
absentes chez 99,3 % des embryons examinés. Sur la base de ces résultats, le systeme "STUNNY" a été construit
par AAT GmbH, en Allemagne, et testé dans un couvoir francais. Cette étude terrain a confirmé qu'il est possible
d'anesthésier les embryons dans le respect des exigences du bien-étre animal. L'unité d'étourdissement & haut
débit est associée a I'unité hyperspectrale de détermination du sexe in ovo pour une manipulation respectueuse
des embryons méales, et constitue ainsi une étape importante pour le respect du bien-étre animal dans l'industrie
des poules pondeuses.

ABSTRACT

Electrical anaesthesia of male chicken embryos in the second third of the incubation in compliance with
animal welfare — from basic research to high-throughput operation

As the killing of male day-old chicks should be ended as soon as possible, practical methods are being sought to
reliably and quickly determine the sex of the embryo before pain sensitivity is developed. While various studies
exclude pain sensation in the first third of incubation, there is no clear evidence on pain sensation in the period
from day 7 to 15. None of the currently used market-ready methods of in ovo sex determination is applicable in
the first trimester. The question arises as how to handle the rejected male embryos in methods that are used from
day 7 of incubation onwards. Electrical current flow was investigated as a method for anaesthesia of chicken
embryos to avoid a possible pain sensation during the ending of the development. A current flow at 110 V AC
was applied for 2 seconds to 304 and 56 embryonated eggs. The results were evaluated using descriptive statis-
tics. Under these conditions embryonic reactions associated with possible awareness of pain were absent in
99.3% of the examined embryos. Based on these findings the high-throughput system for practical use “STUN-
NY” was constructed by AAT GmbH, Germany, which was tested in a French hatchery. This practical study
confirmed that embryos can be anesthetised in compliance with animal welfare requirements using the method of
electrical anaesthesia with a high-throughput system. The stunning unit complements the hyperspectral in ovo
sex determination unit by respectful handling of male embryos, and thus provides an important further step for
welfare-friendliness in the laying hen industry.
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INTRODUCTION

Les méthodes actuellement commercialisées pour la
détermination du sexe in ovo des poules pondeuses
sont mises en ceuvre au deuxiéme tiers de l'incubation
(Bourin et al., 2020 ; Preisinger, 2020 ; Richard,
2020). 11 a été scientifiquement prouvé que la douleur
n’est pas perceptible par les embryons au cours du
premier tiers de 1’incubation et qu’elle existe au troi-
siéme tiers. Pour le deuxiéme tiers (jour 7 a 14), il
n'est pas certain que la douleur soit perceptible (Chu-
mak, 1961 ; Mellor et Diesch, 2007 ; Bjgrnstad et al.,
2015 ; Deutscher Bundestag, 2017 ; Bartels et al.,
2020). Une procédure d’étourdissement doit étre utili-
sée pour insensibiliser les embryons avant élimina-
tion. Le réglement CE n° 1099/2009 autorise I'étour-
dissement et la mise a mort simultanés par perturba-
tion mécanique. Cependant, cette méthode, percue
comme immorale n'est plus acceptée par la société
(Hirt, 2004 ; Leenstra et al., 2011). On cherche donc
une nouvelle méthode d'étourdissement qui soit plus
humaine du point de vue du bien-étre animal et qui
soit mieux acceptée par la société.

1. MATERIELS ET METHODES

1.1. Développement du concept d'étourdissement
Une des méthodes actuellement commercialisée pour
la détermination du sexe in ovo est I'imagerie hypers-
pectrale pour les lignées de pondeuses issues de géno-
types dont la couleur de plumage est liée au sexe, au
13%m jour d'incubation, comme décrit par Gohler et
al. (2017). Les méthodes d'étourdissement envisagées
sont le courant électrique, le CO, la basse pression et
I'utilisation d'anesthésiques. Différentes approches
d'étourdissement électrique ont été testées afin de
trouver une méthode applicable aux embryons males.
L'é¢tourdissement en bain d’eau électrisée est une
procédure courante chez les poulets de chair et les
poissons (Prinz et al., 2012 ; Reimers, 2008 ; Retter,
2014). Ce systeme d'étourdissement a été testé sur des
ceufs embryonnés placés entre deux électrodes a
plaques dans un bassin d'eau. Dans une deuxiéme
approche, une électrode a été appliquée sur chaque
pole, a l'extérieur de la coquille de I'ceuf. Ces deux
méthodes se sont avérées inappropriées car la coquille
protége efficacement I'embryon. La perforation de la
coquille avec une électrode sur chaque pble est néces-
saire pour conduire le flux électrique vers I’embryon
(Fig. 1). Les premiéres expériences ont montré des
résultats tres prometteurs avec un flux de 2 secondes a
110 V et 50 Hz sinusoidal. Par conséquent, un dispo-
sitif manuel a été mis au point, afin de contrdler les
profondeurs de pénétration des électrodes pour diffé-
rentes tailles d'ceufs.

1.2 Preuve de concept

Deux essais ont permis de veérifier I'adéquation du
concept d'étourdissement dans des conditions de labo-
ratoire. Pour les deux essais, des ceufs a couver
Lohmann Brown (respectivement 298 et 49 ccufs dans
les essais 1 et 2) au 13®™ jour d'incubation ont été
testés. Le rythme cardiaque des embryons a été mesu-

ré a l'aide d'un oscillographe et la température de la
coquille avec un thermometre infrarouge. Chaque ceuf
a été place sur le banc d'essai et les €électrodes ont été
insérées a travers la coquille de I'ceuf a chaque podle.
Pendant I'application de 2 secondes, l'intensité du
courant a été enregistrée. Aprés le traitement, la co-
quille a été ouverte et I'embryon, le liquide et le jaune
ont été placés sur une hoite de Pétri. Les embryons
ont été évalués visuellement pendant au moins 60
secondes selon les criteres suivants : ouverture du bec,
mouvement de la téte, des ailes, des doigts/des pattes
et réaction a une stimulation mécanique avec une
pince. Dans I’essai 1, 13 ceufs de I'échantillon non
traités ont été évalués comme témoins. Un embryon
était considéré anesthésié avec succes s'il ne présentait
pas de mouvements spontanés ou de réactions a la
stimulation mécanique.

La deuxieme série d'essais a été menée pour détermi-
ner si les électrodes pouvaient toucher et blesser I'em-
bryon. A cette fin, le courant électrique a été appliqué
a des ceufs pré-percés sur le banc d'essai orienté hori-
zontalement. Avant le déclenchement du flux élec-
trique, des parties de la coquille de I'ceuf ont été reti-
rées afin de permettre I'observation de I'embryon. A
part cela, la procédure était la méme que pour le pre-
mier essai. Des études statistiques ont été utilisées
pour déterminer les parametres de distribution et les
mesures de variation des variables (Tableau 1). En
appliquant le tableau de contingence, le test du khi-
deux et les mesures d'association phi et VV de Cramer,
il a été déterminé si les variables indépendantes "bat-
tement de cceur”, "courant maximal" et "température
de I'ceuf" avaient chacune un impact significatif sur la
variable dépendante, le résultat de l'anesthésie. La
régression logistique binaire a examiné l'association
des trois variables indépendantes (rythme cardiaque,
courant, température) avec la variable dépendante
codée binaire (résultat de I'anesthésie). En outre, les
cing criteres ont été évalués et comparés entre eux a
I'aide des mesures d'association phi et VV de Cramer.
Le niveau de signification a été fixé a p < 0,05.

1.3 Unité d'étourdissement a haut débit

Les résultats de ces essais ont servi de base pour déve-
lopper un systéme a haut débit entierement automati-
sé, actuellement utilisé dans les couvoirs. En collabo-
ration avec un institut indépendant pour le bien-étre
animal (bsi Schwarzenbek), le systeme a haut débit a
été ¢évalué sur la base d’examens cliniques
d’embryons et de l'analyse des cadences. Des échan-
tillons d'ceufs ont été examinés cliniquement aprés le
traitement. L’intensité électrique du dispositif a été
vérifiée avec des appareils externes et de nombreux
tests de perforations de coquille ont été mesurés (cf.
von Wenzlawowicz, 2021).

2. RESULTATS ET DISCUSSION

Dans la premiére série d'expériences, 99,3 % des
embryons traités ont été classés comme ayant été
anesthésiés avec succés (tableau 2). Chez 29 em-
bryons (10,1 %), des mouvements ont été observés,
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cependant, ces embryons ont été considérés comme
anesthésiés car les mouvements différaient significa-
tivement de ceux d'un embryon non traité. Les mou-
vements étaient saccadés et n'ont duré que 3,5 se-
condes (en moyenne) aprés le retrait des embryons de
I'ceuf, ils ont donc été considérés comme des réflexes
et non comme un mouvement conscient.

Pour les variables "rythme cardiaque”, "courant
maximal" et "température de l'ccuf", aucune corréla-
tion significative n'a été établie avec le résultat de
I'anesthésie. Les groupes traités et témoins différaient
significativement dans les cing critéres d'évaluation.
Les cing critéres étaient fortement associés au traite-
ment. Dans la deuxiéme série de tests, aucune bles-
sure causée par les électrodes n'a été détectée chez les
embryons observés. A travers la fenétre réalisée dans
la coquille, on a observé que les embryons manifes-
taient une courte crampe pendant le passage du cou-
rant, apres quoi ils étaient inanimés Cependant, la
fenétre ne pouvait étre réalisée dans le montage expé-
rimental qu'aprés que les électrodes aient pénétré dans
la coquille de I'ceuf. Aucune lésion de I'embryon avant
la perfusion électrique n'a été observée. (Zumbrink et
al., 2020). Sur 49 traitements, 48 embryons ont été
classés comme ayant été anesthésiés avec succes
(tableau 3). Aprés le traitement dans la machine a haut
débit, les embryons examinés cliniquement ont été
considérés comme anesthésiés avec succés en raison
de l'absence de mouvements et de réactions, selon
Zumbrink et al. (2020). Le niveau de réussite de la
machine n'a pas pu étre représenté de maniére ana-
logue aux essais. Pour la machine, la fonctionnalité,
les valeurs mesurées et la documentation ont été es-
sentiellement testées. Seul un petit échantillon d'em-
bryons a été examiné visuellement, comme lors des
essais. Cependant, étant donné que la machine fonc-
tionne de maniere fiable selon la procédure congue
lors de I'essai, on peut supposer un niveau d'efficacité
tout aussi élevé (>99%). Dans son ensemble, l'appa-
reil d'étourdissement a été jugé conforme pour un
étourdissement efficace des embryons dans I'ceuf au
13%m jour d'incubation. D'un point de vue pratique,
I'étourdissement et la mise a mort simultanés par
perturbation mécanique est non seulement autorisée
par la loi (Réglement CE 1099/2009 ; TierSchlV),
mais elle est également considérée comme un moyen
rapide et sr de mettre fin au développement em-
bryonnaire sans souffrance (Jaksch, 1981 ; Bandow,
1987, loc. Cit. a Close et al., 1997 ; Hirt, 2004 ;
AVMA ; 2020). Cependant, cette pratique est souvent
jugée contraire a la déontologie (Jaksch, 1981 ;
Gassmann-Langmoen et Schatzmann, 1990, loc. Cit. a
Hirt, 2004). Les personnes interrogées dans les son-
dages préférent majoritairement l'utilisation du CO2
(Leenstra et al., 2011), bien que cette derniere soit
critiquée d'un point de vue scientifique (Schatzmann
1997, loc. Cit. to Hirt, 2004; Hirt, 2004; Lourens and
Gerritzen, 2009). Le gaz et la réfrigération n'ont pas
été utilisés parce que les procédures prennent beau-
coup de temps et que le moment de I'étourdissement

ou de la mort ne peut étre clairement identifié (Lou-
rens et Gerritzen, 2009, AVMA, 2020). Il en va de
méme pour la basse pression atmosphérique (Battula
et al., 2008 ; Vizzier-Thaxton et al., 2010 ; Schilling
et al,, 2012 ; Mckeegan et al., 2013). L'utilisation
d'anesthésiants est d'une part cofiteuse et d’autre part,
ne permet pas [’utilisation des sous-produits dans les
aliments pour animaux ou les aliments pour animaux
de compagnie (AVMA, 2020). L'utilisation des rési-
dus d’ceufs a couver comme source de protéines de
haute qualité est considérée comme pertinente par les
personnes sondées (Leenstra et al., 2011) et rend le
processus particulierement durable et économe en
ressources. Les résidus issus de I'étourdissement élec-
trique sont, selon le reglement CE 1069/2009, classés
en catégorie 3 et peuvent donc étre utilisés comme
source de protéines de haute qualité dans les aliments
pour animaux. Les réflexes tels que le réflexe cor-
néen, qui peut étre utilisé chez les oiseaux pour éva-
luer le niveau de narcotique (Heatley, 2008 loc. Cit. a
Lierz et Korbel, 2012), ne sont pas encore développés
chez les embryons au 13®™ jour d'incubation. A
l'inverse, Prinz et al. (2012) ont conclu que les ré-
flexes ne peuvent pas étre utilisés pour évaluer I'état
d'anesthésie des poulets de chair. Cependant, cet essai
porte sur des embryons et un EEG ne peut étre mesuré
a cet age (Mellor et Diesch, 2007). Selon Chumak
(1961) et Aleksandrowicz et Herr (2015), I'absence
d'ouverture du bec, de mouvements de la téte, des
ailes, des doigts ou des pattes et de réaction a une
stimulation mécanique peuvent servir de base pour
évaluer la reussite de l'anesthésie. Les cinq critéres
retenus se sont avérés trés pertinents pour I'évaluation.
L'évaluation statistique avec phi et V de Cramers a
montré une forte corrélation entre le traitement et les
cing critéres (r=0,872 pour l'ouverture du bec et
r = 0,959 pour les quatre autres criteres).

Zumbrink et al. (2020) ont conclu que la mesure de
I'ampérage en tant que moyenne quadratique donne
des valeurs plus fiables que les mesures de la valeur
maximale qu'ils ont utilisées. Par conséquent, la me-
sure de la moyenne quadratique a été mise en ceuvre
pour la machine a haut débit. Aucune des études n'a
permis de déterminer une valeur seuil, un résultat
efficace est obtenu avec un courant électrique stable
généré pendant les deux secondes. (Zumbrink et al.,
2020 ; von Wenzlawowicz, 2021).

CONCLUSION

En résumé, I'étourdissement électrique décrit dans cet
article permet une anesthésie rapide, respectueuse et
reconnue des embryons méles dans 1’ceuf et a pour but
de les mettre dans un état d'insensibilité temporaire
avant élimination. lls sont ainsi protégés de la percep-
tion de la douleur. La perfusion des ceufs avec une
tension appliquée de 110 volts peut garantir cet état.
L'étude du systeme a haut débit a permis de conclure
que la technologie entiérement automatisée met en
ceuvre le concept d'étourdissement comme il se doit et
convient donc aux embryons de poussins males au
cours du deuxiéme tiers de l'incubation.
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Tableau 1. Parametres de localisation et mesures de la variation du rythme cardiaque, de la température de la
coquille et du courant dans la série d'essais 1

Battement de cceur Température de I'ccuf  Intensité du courant
BPM °C A
N 299 299 286
Moyenne 205 32.2 3.82
Médiane 204 32.5 3.83
Standard deviation 44 1.70 .716
Variance 1926 2.88 512
Minimum 74 25.0 .65
Maximum 297 35.5 5.65
Percentiles 25 176 31.0 3.45
50 204 32.5 3.83
75 242 335 4.29

Tableau 2. Fréquences des mouvements survenus dans les groupes expérimentaux lors de I'essai 1

Mouvement Réaction a une

OQuverture Mouvement Mouvement . : . .
des doigts /  stimulation me-

N (%)

du bec de la téte des ailes .
pattes canique
Anesthésié 283 (99.3) 4 22 6 7 5
Non-anesthésié 2 (07) 1 1 2 2 1
Témoin 13 (100) 10 12 12 12 12

Tableau 3. Distribution de la fréquence absolue et relative des résultats de I'anesthésie dans I'essai 2

Absolue Relative (%) Cumulée (%)
Sans mouvement /anesthésié 47 95.9 95.9
Avec mouvement /anesthésié 1 2.0 97.9
Avec mouvement /non-anesthésié 1 2.0 100.0

Figure 1. Schéma de la perforation électrique (modifié d'apres Kalweit et Burmeister, 1995).

Quatorziémes Journées de la Recherche Avicole et Palmipedes a Foie Gras, Tours, 9 et 10 mars 2022



