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RÉSUMÉ 
 
Aujourd’hui, la tendance mondiale est à la réduction de l’usage des antibiotiques comme facteurs de croissance 
(AFC) en production animale. Il est donc important d’identifier des alternatives nutritionnelles efficaces, imitant 
le mode d’action des AFC afin de pouvoir les substituer. Des études récentes ont démontré que l'amélioration des 
performances des animaux nourris avec des AFC est notamment due à une inhibition des processus 
inflammatoires dans le tractus intestinal. La présente étude visait à étudier l’effet d’un AFC ou d’un 
phytogénique (additif alimentaire d'origine végétale) sur le transcriptome intestinal du poulet, en condition 
contrôle ou suite à l’induction d’une inflammation. Le transcriptome complet (soit ≈ 25000 gènes) a été étudié 
par RNA-Seq (séquençage d’ARN), et les données brutes traitées avec un pipeline bioinformatique adapté à la 
dernière version du génome du poulet (Galgal5). Dans une première expérience, nous avons pu confirmer que 
des poulets de chair nourris en continu pendant 35 jours avec un supplément en avilamycine (AFC) présentaient 
un profil transcriptomique diffèrent de celui des animaux non supplémentés, en particulier avec un effet dans 
l’intestin sur des voies immunologiques spécifiques telles que les signalisations cellulaires IL-22 et STAT3. Une 
seconde expérience a montré un mode d’action en commun entre le phytogénique et l’avilamycine. Dans cette 
même expérience, un modèle mimant une infection par différentes espèces d’Eimeria, responsable de la 
coccidiose aviaire, a permis de montrer que le phytogénique avait réduit l’effet inflammatoire mesuré sur le 
transcriptome dans le caecum (retour à la normale de l’expression de 259 gènes sur les 548 gènes initialement 
affectés par le modèle). 
 
ABSTRACT 
High throughput sequencing of the chicken transcriptome for evaluating mode of action and efficacy of 
feed compounds 
Now that the use of antibiotic growth promoters (AGPs) is discouraged in animal production, and worldwide, it 
is important to identify dietary compounds that are as effective as AGPs. Ideally, these alternatives should mimic 
the mode of action of AGPs. Recent studies have for instance demonstrated that the better performance of 
animals fed AGPs is also driven by reduction of the innate inflammatory response in the intestinal tract. The 
present study aimed at investigating the effect of an AGP or a phytogenic (feed additive of plant origin) on the 
intestinal transcriptome of broiler chickens, either in control conditions or following inflammation. The full 
transcriptome (≈ 25,000 genes) was covered with the RNA-Seq (RNA sequencing), and the raw data processed 
with our own bioinformatics pipeline and adapted to the latest version of the chicken genome (Galgal5). In a first 
experiment, we were able to confirm that broiler chickens fed continuously avilamycin (AGP) for 35 days had a 
very different transcriptomic profile from animals not supplemented, in particular with an effect in the intestine 
on specific immunological pathways such as IL-22 and STAT3 signalling. A second experiment with RNA-Seq 
in broiler chickens showed a common mode of action between the phytogenic and avilamycin. In the same 
experiment, a model mimicking infection by different species of Eimeria, responsible for avian coccidiosis, 
showed that the inflammation in the cecum of birds fed phytogenic was reduced (259 genes back to normal out 
of 548 genes seen initially affected in the challenged birds on basal feed). 
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INTRODUCTION 

Il est bien connu que les conditions et performances 
en production animale se sont grandement améliorées 
grâce à l'administration des antibiotiques comme 
facteurs de croissance (AFC) dans l'alimentation 
animale. Malheureusement, l'émergence de bactéries 
pathogènes résistantes aux antibiotiques chez l'homme 
et les animaux a conduit plusieurs pays à interdire leur 
utilisation dans la production animale (depuis 2006 
dans l'UE). En outre, pour les pays qui ne l’interdisent 
pas encore, l'utilisation des AFC pourrait diminuer en 
réponse à l’attente des consommateurs. Plusieurs 
grandes entreprises ont déjà rendu obligatoire le 
retrait des AFC de la production des poulets de chair.  
Les solutions proposées pour produire à grande 
échelle et sans antibiotiques portent sur les conditions 
d’élevage (densité, durée des vides sanitaires, gestion 
des reproducteurs, assainissement et nettoyage des 
œufs), la vaccination et/ou l'utilisation d'alternatives 
aux antibiotiques dans l'alimentation (par exemple, 
acides organiques, enzymes, probiotiques, 
phytogéniques, peptides antimicrobiens). Les 
solutions de remplacement des AFC pour animaux ont 
suscité beaucoup d'intérêt au cours des dernières 
années. Cependant, notre manque de connaissance des 
mécanismes d'action des AFC a entravé le 
développement d'alternatives efficaces.  
Comme l'ont passé en revue Brown et al., (2017), les 
données actuelles sur le mode d'action des AFC 
divergent en deux hypothèses principales : (i) centrée 
sur les bactéries ; et (ii) centrée sur l'hôte. La plupart 
des recherches ont été faites d’après l'hypothèse 
centrée sur les bactéries, montrant que les AFC 
éliminent ou inhibent directement la croissance des 
bactéries, ce qui mène à terme à des changements 
dans les communautés bactériennes. Ces changements 
dans le microbiome pourraient prévenir la 
colonisation par des pathogènes et/ou conduire à un 
système plus efficace favorisant l’hôte par rapport à 
son microbiote dans la compétition pour les 
nutriments (Dibner et Richards, 2005). 
Cependant, étant donné l'extrême complexité des 
interactions entre les bactéries intestinales, le régime 
alimentaire et l'hôte, il est probable que les AFC 
fonctionnent également en affectant directement ou 
indirectement la physiologie intestinale de l'hôte. Les 
arguments en faveur d’un effet des AFC indépendant 
de leur effet antibactérien ont été présentés dans une 
revue par Niewold en 2007. En effet : (i) la quantité 
d'AFC utilisée pour stimuler la croissance des 
animaux est normalement inférieure à la concentration 
minimale requise pour inhiber les agents pathogènes 
entériques ; (ii) les AFC favorisent également la 
croissance malgré leurs effets variables sur le 
microbiote ; et (iii) les alternatives aux AFC, bien que 
connues pour affecter le microbiote, ont des effets 
moins répétables que ceux des AFC. Toutefois, il y a 
peu de recherches sur leurs effets physiologiques sur 

l'organisme hôte. Afin d’apporter des données 
supplémentaires sur ce sujet, nous présentons ici deux 
études par RNA-Seq pour étudier l'effet des AFC sur 
le transcriptome de l'hôte, ainsi que pour évaluer 
l’efficacité d'alternatives aux AFC. 

1. MATERIELS ET METHODES 

1.1. Expériences animales et échantillons 

La première expérience était dédiée à l’étude d'un 
AFC, l'avilamycine chez les poulets de chair. Cette 
expérience était composée de deux groupes, i) le 
groupe avec l’aliment contrôle et ii) le groupe avec 
l’aliment supplémenté en avilamycine (10 g/tonne 
d'aliment; Elanco), avec 8 enclos par groupe et 15 
oiseaux par enclos (120 oiseaux au total par groupe). 
Les poulets ont reçu les aliments expérimentaux 
pendant 35 jours et, à la fin de l'expérience, l'iléon 
(partie inférieure de l'intestin grêle) a été prélevé sur 
16 oiseaux (2 oiseaux par enclos) par groupe, placé 
dans le RNAlater et conservé à -80 °C jusqu'aux 
analyses.  
 
La deuxième expérience concernait l'effet d’un 
phytogénique (additif alimentaire consistant en un 
mélange d'huiles essentielles, d'extraits, d'herbes et 
d'épices encapsulés, caractérisé par l'huile d'origan, 
l'huile de menthe, l'extrait de raisin et la poudre de 
cannelle) sur les poulets de chair dans des conditions 
normales, ou soumis à une épreuve par un surdosage 
en vaccin anticoccidien (Grenier et al., 2016). Cette 
expérience était composée de trois groupes : i) le 
groupe avec l’aliment contrôle, ii) le groupe avec 
l’aliment supplémenté en phytogénique (Digestarom® 
DC, 150 g/tonne d'aliment, BIOMIN Phytogenics, 
Allemagne), et iii) groupe coccidiostat (Maxiban® 
G160, 562 g/tonne d'aliment ; Elanco) avec de 
nouveau 8 enclos par groupe et 15 oiseaux par enclos 
(120 oiseaux par groupe au total). Les oiseaux ont 
reçu les régimes expérimentaux pendant 41 jours. Au 
35e jour, un premier prélèvement a eu lieu avec 
prélèvement de l'iléon chez 8 oiseaux (1 oiseau par 
enclos) par groupe, placés dans le RNAlater et 
conservés à -80°C jusqu'aux analyses. Au 35e jour, la 
moitié des oiseaux ont également été éprouvés avec 
une surdose (25 fois la dose recommandée) de vaccin 
contre la coccidiose aviaire Paracox-5 (mélange de 
souches vivantes atténuées d'Eimeria acervulina, E. 
maxima, E. mitis et E. tenella) afin de provoquer une 
inflammation intestinale modérée. Six jours plus tard, 
au jour 41, le caecum des oiseaux non challengés et 
challengés a été collecté (1 oiseau par enclos), placé 
dans le RNAlater et conservé à -80°C jusqu'aux 
analyses. 

1.2. RNA-Seq et analyses bioinformatiques 

L'ARN a été extrait de l'iléon et du caecum des 
oiseaux dans les deux expériences avec le kit RNeasy 
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mini (Qiagen, Allemagne), et tous les ARNs étaient 
de très bonne qualité avec des valeurs RIN (RNA 
Integrity Number) > 9. Pour chacune des expériences, 
des échantillons d'ARN de 5 oiseaux par groupe (sauf 
expérience 2 pour l’iléon avec 4 oiseaux par groupe) 
ont été envoyés à une plateforme de séquençage 
(Agency for Science, Technology & Research, 
Singapore). Le kit TruSeq Stranded Total RNA 
Illumina incluant le Ribo-Zero Gold pour éliminer 
l’ARN ribosomique a été utilisé pour la préparation 
des librairies de séquençage. Les librairies créées ont 
été séquencées avec l’instrument Illumina HiSeq 
4000. La couverture de séquençage (données PE, 28-
50 Mio lectures, 150 bp) et le nombre de réplicats 
utilisés permettent d’avoir assez de puissance 
statistique pour détecter l'expression différentielle et 
plus de 95% des gènes annotés (Wang et al, 2011 ; 
Conesa et al, 2016).  
Les données brutes du RNA-Seq ont été traitées par le 
biais de notre propre pipeline bioinformatique créée à 
partir d'un consensus de plusieurs outils informatiques 
(utilisation de Snakemake pour exécuter le workflow 
comprenant Trimmomatic – STAR aligner – HTseq 
count – DESeq2) et adaptée au génome du poulet 
(Gallus_gallus-5.0). Les données en RNA-Seq étant 
non-normalement distribuées, le modèle linéaire 
généralisé (GLM) dans DESeq2 utilisant une 
distribution binomiale négative a été préférée à 
l’ANOVA (Huang et al., 2015; Lin et al., 2016). Un 
gène était différentiellement exprimé (DE) lorsque la 
p-value du test ajustée FDR est inférieure à 0,05. De 
plus, un filtre sur le fold change a été appliqué, et les 
gènes étaient considérés différentiels si leur fold 
change est >2 ou <-2. Enfin, les gènes DE ont été 
utilisés dans Reactome pour prédire les voies de 
signalisations cellulaires auxquelles ils appartiennent 
(utilisation du Gene Name ID pour les données 
saisies).  

2. RESULTATS ET DISCUSSION 

Comme attendu, dans la première expérience animale, 
les oiseaux nourris à l'avilamycine pendant 35 jours 
ont montré des performances significativement plus 
élevées que les oiseaux témoins (moyenne poids 
contrôle = 1781g ± 107 versus avilamycine = 1898g ± 
61, t-test p=0,017). Le RNA-Seq et l'analyse 
statistique ont révélé que 167 gènes dans l’iléon 
étaient exprimés différemment entre les oiseaux 
nourris avec ou sans l'avilamycine, nombre d’entre 
eux étant associés aux réponses immunitaires 
inflammatoires et innées, telles que la signalisation 
IL-6, IL-10, IL-22, NF-κB et la production d'oxyde 
nitrique et d'oxygène réactif dans les macrophages. 
Pour la majorité d’entre eux, l’expression est réduite 
chez les oiseaux nourris à l'avilamycine. La 
diminution de l'IL-22 observée en RNA-Seq a 
également été confirmée lors de la validation par RT-
qPCR chez les mêmes oiseaux (n=5), et sur un 
échantillon élargi (n=16) confirmant une diminution 

des niveaux d’ARNm de l’IL-22 (réduits de 6,2 fois 
dans le groupe avilamycine comparé au groupe 
témoin). L'IL-22 a fait l'objet de nombreuses études 
depuis sa découverte en 2000 pour son rôle dans la 
prévention des lésions tissulaires et l'inhibition de 
l'inflammation (Parks et al., 2015).  
 
Nos résultats fournissent des preuves supplémentaires 
sur les propriétés anti-inflammatoires des AFC, 
comme l'avait supposé Niewold en 2007, ce qui 
permettrait de consacrer plus de ressources aux 
processus anaboliques associés au développement 
musculaire (Costa et al., 2011). En raison des 
nombreux facteurs de l’hôte et du microbiote qui 
contrôlent l'environnement intestinal, la séparation 
des mécanismes d'action des AFC liées à l’hôte ou 
d'origine bactérienne est extrêmement difficile, d’où 
la nécessité pour les chercheurs d'examiner les effets 
des AFC d'une manière intégrée prenant en compte 
l’hôte et son microbiote (e.g. avec une approche 
métagénomique ou métatranscriptomique des 
microorganismes présents dans le microbiote 
intestinal).  
 
Dans la seconde expérience animale, nous avons 
constaté que 73 gènes étaient exprimés différemment 
entre les oiseaux nourris avec l’aliment témoin et les 
oiseaux nourris avec le phytogénique de 1 à 35 jours. 
Parmi ceux-ci, 40% sont communs avec ceux mis en 
évidence dans la première expérience avec l’AFC 
dans le tissu intestinal. Bien que la nature et la 
composition du phytogénique et de l’avilamycine 
diffèrent grandement, un pool de gènes en commun 
pourrait partiellement expliquer certains effets 
bénéfiques connus chez l’animal.  
Afin d'étudier plus en détail les propriétés anti-
inflammatoires du phytogénique, nous avons induit 
une inflammation de l'intestin avec des lésions 
modérées dans le cæcum des oiseaux 6 jours après 
l’épreuve (score lésionnel 2/4). Les lésions étaient 
attribuées à Eimeria tenella, connu pour cibler 
spécifiquement le caecum. La fréquence et la sévérité 
des lésions étaient moins prononcées chez les oiseaux 
nourris avec le phytogénique que chez les oiseaux 
témoins (n=10; moyenne score lésionnel groupe 
témoin = 1,81 ± 0.87 versus phytogénique = 0,44 ± 
0,53, t-test p<0.001). Comme prévu aucune lésion n’a 
été observé dans le groupe traité par le coccidiostat, 
considéré comme un témoin positif dans cette 
expérience. 
L'inflammation induite par le surdosage vaccinal a 
modifié l’expression de 548 gènes dans le caecum des 
oiseaux challengés et nourris avec l’aliment témoin en 
comparaison des oiseaux non-challengés avec le 
même aliment témoin (Table 1 ; Figure 1). La plupart 
des gènes étaient surexprimés (357/548) suite à 
l'inflammation (jusqu'à 57 fois plus exprimé). De plus, 
l’outil de prédiction Reactome a révélé que plusieurs 
de ces gènes étaient liés à la signalisation des 
cytokines, en particulier de l’interféron (IFN). Ceci 
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est en accord avec la littérature montrant que l'IFN est 
un médiateur clé de la réponse immunitaire à la 
coccidiose chez la volaille. 
En ce qui concerne l'effet du challenge chez les 
oiseaux nourris avec le phytogénique, il semble qu'ils 
étaient moins sujets à l'inflammation déclenchée par 
la coccidiose, avec un retour à la normale de 
l’expression de 259 gènes sur les 548 gènes 
initialement affectés chez les oiseaux témoins (Table 
1). De plus, sur les gènes encore significativement 
affectés dans le groupe phytogénique (soit 289), l'effet 
était moins prononcé que dans le groupe challengé 
témoin (10 à 50% moins d’effet selon les gènes sur le 
fold change). Ces résultats ont été validés par RT-
qPCR sur une sélection de 16 gènes.  
Par contre, 99 % des gènes affectés par la coccidiose 
n'étaient plus affectés dans le groupe traité par le 
coccidiostat (Table 1), confirmant que ce produit a été 
capable de neutraliser et d'éradiquer les parasites 

d’Eimeria avant qu'ils n'induisent des dommages 
tissulaires et une inflammation. 

CONCLUSION 

En conclusion, l’utilisation d’une approche par 
séquençage d’ARN (RNA-Seq) permet de fournir des 
informations essentielles sur le transcriptome de l'hôte 
en réponse à des constituants alimentaires tels que les 
AFC, et de formuler des hypothèses sur leur mode 
d'action. Ceci pourrait ouvrir la voie au 
développement d'alternatives aux AFC et à 
l'optimisation de l'alimentation animale. Dans cette 
optique, nous avons appliqué avec succès cette 
approche au phytogénique. les résultats suggèrent un 
mode d'action similaire à celui des AFC, et 
confirment leurs propriétés anti-inflammatoires in 
vivo dans un modèle d'inflammation intestinale. 

 
Table 1 – Résultat de l’analyse de l’expression des gènes dans le caecum à J41 en comparaison avec les poulets 
de chair non-challengés et nourris avec l’aliment témoin 
 

Comparaison avec les Contrôles non-
challengés 

Contrôles 
challengés 

Phytogenique 
challengés 

Coccidiostat 
challengés 

Nombre de gènes totaux différentiellement 
exprimés1 548 557 85 

Gènes en commun avec les contrôles 
challengés 548 289 3 

 

1 Bioinformatique pipeline : STAR/HTSeq/DESeq2 ; critères considérant un gène différentiellement exprimé :  
p-value ajustée FDR < 0.05, fold-change <-2 ou >2 
 
 
 

 

Figure 1 – Analyse en composantes principales (PCA) 
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