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LISTE DES ABREVIATIONS

AC anticorps

BSA Bovine serum albumin

CAPS 3-(Cyclohexylamino)-1-Propanesulfonic acid CoH1gNO3S
EDTA Ethylene Diamine-Tetra Acetic acid

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay

kDa Kilo Dalton

MW Molecular Weight

OPD Ortho PhenyleneDiamine

PAGE PolyAcrylamid Gel Electrophoresis

PBS Phosphate buffer solution

SDS Sodium Dodecyl Sulfate

TPBS (Phosphate Buffer Solution) avec 1% de Tween 20
Tris Tris-(Hydroxymethyl) aminomethane

u.f.c. Unité Formant Colonie
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Résumé en frangais

A partir de 2012, I’élevage des poules pondeuses en cages conventionnelles doit étre remplacé
par d’autres systémes alternatifs qui risquent de favoriser la contamination bactérienne et le nombre
d’ceufs dégradeés et, par conseéquent le risque d’intoxications alimentaires. Nous avons évalué I’un de
ces nouveaux systemes de cages aménageées et avons étudié 1’origine de variabilité des deux systemes
de défense naturelle de I’ceuf la coquille et I’activité antibactérienne de protéines du blanc d’ceuf.

Nous n’avons pas observé d’effet du type de cage sur les propriétés mécaniques des coquilles
d’ceuf. Par contre, la proportion d’ceufs cassés, félés et sales ainsi que la contamination bactérienne de
la coquille étaient généralement plus élevées dans les cages aménagées. Il faut donc, optimiser le
design de ces cages et/ou renforcer les systémes de défense naturelle.

Nous avons donc, étudié le rble de la matrice organique de la coquille dans le contrble de sa
solidité sur un modéle de une mue induite sur des poules pondeuses agées. Apres la mue, les ceufs
étaient plus solides qu'auparavant. L’augmentation de la résistance mécanique est associée a une
diminution de la taille des cristaux de calcite dans la coquille aprés la mue. La comparaison des
constituants de la matrice organique des coquilles par SDS-PAGE ou Elisa révéle une augmentation de
la proportion de protéines spécifiques de la coquille et une réduction de la teneur en ovotransferrine
confirmée par ELISA. La solidité de la coquille semble corrélée négativement avec celle-ci et
positivement avec certaines protéines spéecifiques de la coquille (OC-116 et -17).

Sur le blanc d'ceuf, nous avons étudié la possibilité de sélectionner des poules produisant des
ceufs exprimant une meilleure activité antibactérienne. Nous avons quantifié par ELISA le lysozyme et
I’ovotransferrine du blanc d’oeuf chez des poules d’une lignée pedigree commerciale et mesuré la
variabilité de I'inhibition de la croissance bactérienne envers S. enteritidis et St. aureus dans le blanc.
Des corrélations négatives ont été observées entre la croissance bactérienne et la teneur en protéines
antimicrobiennes du blanc. Les héritabilités pour les concentrations en lysozyme, ovotransferrine et les
inhibitions de croissance bactérienne dans le blanc d'ceuf sont faible (<0,16).

Mots clés : qualité de coquille, cages aménagées, état physiologique, mue, matrice organique, SDS-PAGE,

ELISA, protéines d’activité antibactérienne du blanc d’ceuf, croissance bactérienne du blanc, héritabilité.
*hkkkkkkkkikkkikkkikkkikkikkik

Résumé en anglais
Abstract: From 2012, rearing laying hens in conventional cages must be replaced by rearing in other
alternative systems that may increase the eggshell contamination and that of degraded eggs,
increasing, therefore, the risk of human toxi-infection due to eggs. We have evaluated two furnished
cage models and have studied the variability of the two natural egg defences of the egg, the eggshell
and that of the antibacterial activity of the egg white proteins.

No effect of cage model was observed on the eggshell mechanical properties. On the other
hand, the proportion of broken, cracked and dirty eggs as well as the bacterial contamination of the
shell was generally more elevated in the furnished cages compared with conventional cages. It is
necessary therefore, to optimise the design of these cages and/or to improve the natural defence
systems in eggs.

We induced an artificial moult in aged laying hens to study the role of the eggshell organic
matrix proteins in the control of its crystallographic properties and mechanical properties. The increase
in the eggshell solidity after moulting was associated with a reduction in the size of the eggshell
calcite crystals. The comparison of the constituent of eggshell organic matrix by SD-PAGE showed a
reduction of the content in egg white proteins including ovotransferrin for which it was confirmed by
ELISA. Eggshell mechanical properties seem to be negatively correlated with these proteins and
positively with some specific proteins of the shell (OC-116 and -17).

The feasibility of selecting hens producing eggs presenting high antibacterial activity was studied. We
quantified by ELISA the lysozyme and ovotransferrin levels in aloumen of eggs laid by pedigree hens.
In addition, the inhibitions of the bacterial growth of S. enteritidis and St aureus were measured. Some
negative interrelationships were observed between the bacterial growth and egg white proteins.
Genetic heritability for lysozyme, ovotransferrin concentrations and for the inhibition of bacterial
growth in egg white was low (<0.16).

Key words: eggshell quality, furnished cages, physiological status, moult, organic matrix, SDS-PAGE, ELISA,
egg white proteins, antibacterial activity, bacterial growth of egg white, heritability.
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Introduction générale

Durant les 40 dernic¢res années, la production mondiale d’ceufs de poule a plus que
doublé (268 %, 53,5 millions de tonnes). Pendant les dix derniéres années seulement, elle a
augmenté de 45 %, et elle croit régulierement de 2 a 4 % par an (Gillin et Sakoff, 2003). Si la
croissance se poursuit a ce rythme, on estime qu’aux environs de 2015, on dépassera le chiffre
de 1 000 milliards d’oeufs produits (Sources : FAO, ITAVI). En 2002, huit pays ont produit
plus d’un million de tonnes d’oeufs : la Chine (23,8 millions), les Etats-Unis (5,1 millions), le
Japon (2,5 millions), la Russie (2,1 millions), le Mexique (1,9 millions), I’Inde (2 millions), le
Brésil (1,6 millions) et finalement la France avec 1,01 millions de tonnes (Gillin et Sakoff,
2003). A I’échelle mondiale, I’Union Européenne arrive en troisi¢éme position, derrieére 1’ Asie

et I’Amérique du Nord (Sources ITAVI, Gonnier, 2003).

L’oeuf de poule est un aliment de base pour une part importante de I’humanité. Il est
caractéris¢ par la diversit¢ de ses composants et sa haute valeur nutritionnelle. Il est ainsi
compos¢ de protéines, de lipides, de sels minéraux et de vitamines (Nys, 2001). De plus,
contrairement aux autres produits d’origine animale tels que le lait ou la viande, les ceufs sont
les seuls nutriments qui peuvent étre conservés a température ambiante durant une longue

période, sans traitement préalable.

Ceci résulte en premier lieu de I’existence d’une protection mécanique naturelle
constituée par la coquille de I’ceuf. Cette enveloppe joue un double réle, d’abord comme paroi
d’échanges avec le milieu extérieur empéchant la pénétration de nombreuses bactéries,
ensuite comme abri poreux sélectif permettant le développement de I’embryon en autorisant

les échanges respiratoires.

Cette barriere mécanique est renforcée en second lieu par des constituants organiques
qui présenteraient une action antimicrobienne. Récemment, Mine et ses collaborateurs (2003)
ont démontré que les protéines de la matrice organique de la coquille inhibent la croissance de
trois  espéces de  bactéries Pseudomonas aureginosa, Bacillus cereus et

Staphylococcus aureus.



A cette barriére mécanique, s’ajoute le systéme de défense chimique du blanc d’ceuf.
En effet, certaines protéines du blanc d’ceuf sont dotées d’activités bactéricides. Elles

ralentissent ainsi la croissance bactérienne dans le blanc d’ceuf (Nau et al., 2003).

Ces systémes de protection mécaniques et antibactériens permettent de minimiser le
risque de pénétration et a défaut de limiter la croissance bactérienne pendant quelques
semaines dans I’ceuf. Ils contribuent alors a limiter les risques de toxi-infection alimentaire
pour ’homme, notamment dans le cas des Salmonelles pour lesquelles 1’ceuf semble étre a
I’origine de plus de 30 % des cas de toxi-infections alimentaires, qui peuvent étre fatales chez
les populations a risque. L’ceuf étant consommé cru dans certaines préparations culinaires est
par conséquent un aliment a risque. Il doit étre irréprochable au niveau bactérien pour éviter

toute intoxication alimentaire.

Le systéme d’élevage intensif en cages est remis en cause actuellement dans la
Communauté Européenne pour des raisons de bien-Etre des poules. La Directive 1999/74/CE
du 19 juillet 1999, concernant le « bien-étre » des poules pondeuses, interdit a partir de 2012
les cages sous leur forme actuelle et stipule une production en voliére ou dans des cages
aménagées (avec nids et bains de poussiére etc.....). Cependant, ces systémes risquent
d’augmenter la charge bactérienne des oeufs et, par conséquent, le risque de toxi-infection

alimentaire (Mallet et al., 2003, Michel et al., 2003).

Deux stratégies se dessinent alors : La premicre est d’évaluer le design des nouveaux
systemes de production, la seconde est de renforcer les systémes naturels de défense de 1’ceuf,
c’est-a-dire la qualité¢ de la coquille (solidit¢ sans f€lures) et la défense antibactérienne du

blanc d’ceuf.

Dans ce contexte, les objectifs de cette thése sont les suivants :

- Evaluer les conséquences du changement de systéme d’¢élevage des poules pondeuses sur
la qualité des ceufs. Divers paramétres de la qualité des ceufs ont été comparés entre les
systemes d’¢élevage en cages conventionnelles et celui en cages aménagées. Par exemple,
le nombre d’ceufs cassés et félés, les caractéristiques mécaniques de la coquille, le

pourcentage des ceufs sales et la contamination bactérienne de la surface la coquille. Ceci



