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RESUME

Des embryons de poule sont injectés a 19 jours d’incubation, par voie intra-vitelline, a I'aide d’enrofloxacine.
A quatre jours d’age, les poussins issus de ces ceufs ou d’ceufs non injectés sont inoculés a I'aide d'une culture
de Mycoplasmia gallisepticum (MG). La croissance des poussins, les symptomes, 1€sions et réisolement de MG
sont étudiés et I'enrofloxacine et son métabolite 1a ciprofloxacine sont dosés dans le plasma et les tissus le jour
de I’éclosion et lors de I'inoculation. Les résultats montrent que I'injection d’enrofloxacine in ovo provoque
un ralentissement de la croissance du poussin et, dans les conditions expérimentales utilisées, ne semble pas
protéger vis-i-vis de 'infection mycoplasmique sans doute en raison des faibles niveaux d’enrofloxacine dans
les tissus.

SUMMARY

Effect of in ovo injection with enrofloxacin

Chicken embryos were injected with enrofloxacin on the 19th day of incubation. On the fourth day of life,
chicks from these eggs or from non injected ones were inoculated with a Mycoplasma gallisepticum (MG)
culture. Growth of chicks, symptoms, lesions and MG isolation were studied and envofloxacin and its meta-
bolite ciprofloxacine were measured in plasma and tissues at batch and on the challenge day. Resulits sho-
wed that the in ovo injection of enrofloxacin retarded chick growth, and in our experimental conditions,
did not protect birds against mycoplasma infection, probably because of low enroffoxacin concentration
in tissues. '
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Introduction

L'enrofloxacine est une fluoroqui-
nolone utilisée pour le contrdle des
infections mycoplasmiques aviaires.
Du fait de la transmission verticale
de ces germes (Stipkovits and
Kempf, 1996), ainsi que d’autres
bactéries sensibles aux fluoroqui-
nolones (salmonelles...), certains
couvoirs effectuent des injections
in ovo de cet antibiotique. Nous
avons souhaité mieux évaluer les
conséquences de cette pratique,
pour laquelle il n’existe pas d’auto-
risation de mise sur le marché
(A.M.M.). En effet, des travaux anté-
rieurs ont montré que ce procédé
ne permet pas d’éviter I'éclosion de
poussins porteurs de Mycoplasma
gallisepticum et ont permis de sou-
ligner la fréquence d’apparition de
souches de M. gallisepticum de sen-
sibilité diminuée vis-a-vis de I'enro-
floxacine (Kempf et al., 1999). Dans
la présente étude, les conséquences
de l'injection d’enrofloxacine in
ovo vis-a-vis de la croissance des
poussins et la protection contre une
infection expérimentale précoce
par Mycoplasma gallisepticum sont
évaluées. De plus, la concentration
d’enrofloxacine et de son métabo-
lite, la ciprofloxacine est recherchée
dans le plasma et le vitellus des
poussins a I'éclosion et le jour de
Iinoculation.

1. Mateériel et méthodes

Injection in ovo d’enrofloxa-
cine : Cent-six ceufs embryonnés
exempts d’organismes pathogeénes
spécifiés, fournis par 1'Unité
Expérimentale d’Aviculture de
I’'AFSSA-Ploufragan, sont disposés
dans un incubateur a contrdle
d’aération et d’hygrométrie et a
retournement automatique et répar-
tis en deux groupes de soixante et
onze ou trente-six ceufs de poids
moyen similaires. Ils sont utilisés
apres dix neuf jours d’incubation.
Apres mirage et désinfection de la
coquille, trente-six de ces ceufs sont
injectés par voie intra-vitelline, a
1’aide de 0,2 ml d’une solution
d’enrofloxacine (Bayer, France)
diluée dans de I’eau physiologique
1 raison de 0,6 mg/ml (lot traité).
Trente-cing autres ceufs sont injec-

tés a l'aide de 0,2 ml d’eau physio-
logique (lot témoin). L'incubation
est poursuivie jusqu’a éclosion. Les
poussins éclos sont comptabilisés
pour chacun des lots et bagués. Ils
sont ensuite transférés et élevés
ensemble en animalerie protégée.

Infection expérimentale : A
quatre jours d’age (J4), les oiseaux
des lots témoin et traité sont inocu-
1és par voie intra-trachéale a I'aide
de 0,2 ml d’une culture de la souche
4191 de Mycoplasma gallisepticum
préparée en milieu FM4 (Frey et al,
1968). La culture utilisée pour I'ino-
culation des oiseaux titre 104 unités
changeant couleur par ml. La souche
MG 41-91 est sensible 2 I'enrofloxa-
cine (Kempf, non publié).
Croissance : les poussins sont
pesés le jour de I'éclosion (JO) et a
quatre jours d’age, avant I'inocula-
tion. Le gain de poids de chaque lot
pour la période JO-J4 est calculé.

Observation des symptomes et
lésions : Apres inoculation, les
poussins sont observés quotidien-
nement. Trois sujets de chacun des
lots sont sacrifiés et autopsiés a J7
et J11 et les lésions d’aérosacculite
sont recherchées. De méme a J14,
tous les oiseaux survivants sont
sacrifiés et autopsiés.

Réisolement de mycoplasmes :
Une recherche de mycoplasmes est
effectuée a partir de la trach€e et des
sacs aériens de tous les oiseaux sacri-
fiés 2 J7 et J11. Les prélévements
sont ensemencés dans un tube
contenant 1 ml de milieu FM4 et
trois dilutions décimales de ce tube
sont préparées en milieu FM4.
Chacune des dilutions est ense-
mencée sur une gélose FM4. Pour
chacun des tubes ensemencés, apres
huit jours d’incubation ou lorsque
le milieu a viré, un passage sur
milieu gélosé est réalisé. Les colo-
nies d’aspect mycoplasmique sont
recherchées puis identifiées selon
des procédures précédemment
décrites par Nougayrede et al, 1985.

Sérologie : La recherche d’anti-
corps anti- Mycoplasma gallisepti-
cum est effectuée sur les sérums
des oiseaux sacrifiés a J14 a I'aide
de la méthode d’agglutination
rapide sur lame (Kempf L., 1998).

Dosage d’antibiotique : Des pré-
levements de sang et de vitellus sont
effectués sur les embryons vivants
non éclos apres 21 jours d’incuba-

tion afin de doser I'enrofloxacine et
son éventuel métabolite, la cipro-
floxacine. De méme, 2 J4, cing
poussins de chacun des lots sont
sacrifiés et des prélévements de
sang et de vitellus sont pratiqués.
Les sangs prélevés sur tubes hépa-
rinés sont centrifugés 15 minutes a
3 000 tours par minute et les plas-
mas sont congel€s jusqu’a I'analyse.
Les échantillons de vitellus sont
conservés a 4°C jusqu’a analyse. Le
dosage de 'enrofloxacine et de la
ciprofloxacine est réalis¢ par une
méthode de chromatographie haute
performance avec une double
détection par UV et fluorimétrie.

Analyses statistiques : Uanalyse
statistique des résultats (éclosion,
mortalité, lésions, réisolement, séro-
logie) est effectuée 2 I'aide de tests
exacts de Fisher. Les gains de poids
des lots sont comparés a I'aide d'un
test t.

2. Résultats

Eclosabilité : Vingt-huit et vingt-
neuf poussins sont éclos a partir des
35 et 36 ceufs injectés avec de I'eau
physiologique et de I'enrofloxacine
respectivement. L'analyse statistique
montre que 'injection d’enrofloxa-
cine ne modifie pas le taux d’éclo-
sabilité (80 %) comparé a celui
observé chez les ceufs traités a 'aide
d’eau physiologique (80,5 %).
Croissance : Les poids enregistrés
2 JO et J4 indiquent que le gain de
poids moyen des oiseaux issus des
ceufs injectés a I'aide d’enrofloxa-
cine est de 13,5 g alors que celui
des oiseaux issus des ceufs injectés
a l'aide d’eau physiologique est de
19,8 g. Les gains de poids sont sighi-
ficativement différents (test t,
p =0,027).

Sympiémes et lésions : Un pous-
sin issu du lot injecté par I’enro-
floxacine est trouvé mort a J4, sans
lésion apparente. Aprés I'inocula-
tion de M. gallisepticum, trés peu
de symptomes sont observés chez
les poussins. Les autopsies effec-
tuées aJ7,J11 ouJ14 montrent que,
pour chacun des lots, cing des
23 sujets sont porteurs de 1ésions
d’aérosacculite. Il n’y a donc pas de
différence significative en ce qui
concerne les lésions des sacs
aériens.
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Réisolement de Mycoplasma gal-
lisepticam : Les résultats des réiso-
lements de M. gallisepticum sont
donnés dans le tableau 1.

L'analyse statistique des nombres de
trachées ou de sacs aériens ou
d’oiseaux positifs en culture pour cha-
cun des lots ne met pas en évidence
de différence significative entre les
lots (test exact de Fisher, p > 0,05).

Sérologie : Les analyses sérolo-
giques effectuées sur les oiseaux
sacrifiés a J14, soit onze jours aprés
inoculation, sont négatives.
Dosage d'antibiotique : Les chro-
matogrammes de vitellus des ocufs
non traités ont permis de calculer
une limite de détection de 5 ng/g et
une limite de quantification de
11 ng/g dans le vitellus de poussins
(n = 10). A JO, soit trois jours aprés
I'injection in ovo d’enrofloxacine,
les concentrations moyennes d’enro-
floxacine et de ciprofloxacine dans
le vitellus sont respectivement de
1976,5 + 720,3 et de 179,3 + 238,9
ng / gramme de vitellus ce qui cor-
respond a 91,7 % d’enrofloxacine et
8,3 % de ciprofloxacine. A J4, c’est
a dire le jour de I'inoculation de MG,
soit sept jours apres l'injection
d’enrofloxacine, les concentrations
d’enrofloxacine dans le vitellus sont
trés hétérogeénes. Sur dix échan-
tillons de vitellus analysés, les
concentrations d’enrofloxacine sont
inférieures 2 la limite de détection
pour cingq d’entre eux, inférieure a
la limite de quantification pour un
échantillon et pour les quatre échan-
tillons quantifiables, les concentra-
tions sont de 44,2 + 28,3 ng / g de,
ce qui correspond a des traces
d’enrofloxacine. Dans le plasma, les
concentrations sont généralement
inférieures 2 la limite de détection,

3. Discussion - Conclusion

Dans cette expérimentation, I'injec-
tion d’enrofloxacine est effectuée
dans des conditions proches - pour
ce qui concerne la posologie et la
voie d’injection - de celles utilisées
par certains couvoirs. Les analyses
pharmacologiques montrent que les
concentrations d’antibiotiques dimi-
nuent rapidement et, le jour de I'ino-
culation, 'enrofloxacine et son méta-
bolite la ciprofloxacine ne sont plus
détectés dans le vitellus ou le plasma.

Si I'injection ne modifie pas le taux
d’éclosabilité, il semble que la crois-
sance des sujets soit retardée dans
les premiers jours de vie, comme le
montre le gain de poids des oiseaux
de JO a J4. Cet effet défavorable des
fluoroquinolones sur la croissance
peut étre rapproché des observa-
tions rapportées par Altreuther
(1987) chez 'embryon de rat et par
Stahlman et Lode (1998) chez le
raton. Ces derniers auteurs souli-
gnent le fait que les quinolones, uti-
lisées chez 'animal jeune, provo-
quent des altérations irréversibles
des cartilages chez le rat et chez le
chien. Pour cette raison, les quino-
lones sont contre-indiquées chez
I'enfant et 'adolescent. Dans le cas
de notre étude, malheureusement
I'absence d'analyses histologiques ne
permet pas de révéler la présence
éventuelle de lésions articulaires.

Linoculation de Mycoplasma galli-
septicum souche 41-91 par voie
intra-trachéale 2 quatre jours d’age

entraine trés peu de symptomes et
lésions, sans doute en raison du
faible titre de la culture utilisée et de
I'absence de facteurs aggravants tels
qu'une infection virale ou des condi-
tions environnementales défavo-
rables (Kempf et al, 1987) De méme,
seulement 9/23 (39 %) ou 11/23
(48 %) animaux des lots témoin et
traité respectivement, paraissent
positifs en culture. Enfin, aucun pou-
let ne développe de réponse séro-
logique, probablement du fait d’un
délai trop court entre I'inoculation
et la recherche des anticorps.

Dans ces conditions, la relative inef-
ficacité du modele expérimental
d’infection rend difficile la mise en
évidence d'un effet protecteur éven-
tuel de I'injection in ovo ; de plus,
il est peu probable que les concen-
trations sériques ou tissulaires
d’enrofloxacine aient été suffisantes
pour espérer une protection vis-i-
vis d'une épreuve réalisée sur des
poussins de quatre jours d’dge apres
une injection effectuée a 19 jours
d’incubation.

En conclusion, si cette expérimenta-
tion n’a pas permis de mettre en évi-
dence un effet protecteur vis-a-vis
d’une infection précoce a
Mycoplasma gallisepticum, |'effet
néfaste de I'injection in ovo d’enro-
floxacine sur la croissance du pous-
sin, ainsi que les risques élevés de
sélection de souches mycoplas-
miques - ou autres especes bacté-
riennes - de sensibilité diminuée voire
résistantes aux fluoroquinolones doi-
vent inciter a éviter ce procédé.

Tableau 1 : Réisolement de M. gallisepticum.

Trachée

Lot témoin (1)

Sacs aériens Qiseaux

Lot traité (2)

(1) poussins issus des ceufs injectés A 'aide d’eau physiologique d

(2) poussins issus des ceufs injectés 4 I'aide d’enrofloxacine

* : nombte de positifs/ nombre testé
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