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Microbiote intestinal chez le porc : paramétres génétiques de sa composition et liens avec des caractéres immunitaires

L’objectif de cette étude est d’estimer les parametres génétiques de la composition du microbiote intestinal chez le porc Large
White et d’étudier les covariations entre cette composition et des parametres immunitaires et de croissance. Dans le cadre du
projet Sus-Flora, nous avons caractérisé la diversité du microbiote fécal pour 518 porcelets agés de 60 jours, par séquengage d’une
région variable du géne bactérien codant ’ARNr 16S. Nos premiers résultats ont mis en évidence une prédominance des genres
bactériens Prevotella puis Oscillibacter, Dialister, Roseburia et Treponema. Des valeurs d’héritabilité comprises entre 0,13 + 0,08 et
0,55 + 0,16 ont été estimées pour I'abondance relative de 19 genres bactériens parmi les plus fréquents, démontrant ainsi une
part génétique significative de la composition du microbiote intestinal chez le porc. Des corrélations génétiques positives et
négatives sont identifiées entre abondances des taxons bactériens. Des covariations positives et négatives ont été trouvées entre
des parameétres de formule sanguine (taux de monocytes, éosinophiles, plaquettes) et I'abondance des genres Prevotella,
Roseburia, Dialister. Nous montrons également, pour un sous-groupe de 31 animaux, que la composition du microbiote intestinal
se stabilise aprés 36 jours d’age et que les animaux se séparent en deux groupes sur la base de la composition de leur microbiote
intestinal, évoquant les entérotypes identifiés chez 'homme. Ces deux groupes, dominés par le genre Prevotella ou les
Ruminococcaceae, sont retrouvés a 60 jours d’age, avec la cohorte des 518 porcelets.

Pig gut microbiota: genetic parameters and links with immunity traits of the host

Our objectives were to estimate genetic parameters of the gut microbiota composition in French Large White pigs, and to uncover
co-variations between the abundances of microbial communities and immunity or growth parameters of the host. In the
framework of the Sus-Flora project, we characterized the diversity of the faecal microbiota of 518 60 day-old piglets by sequencing
a variable region of the ribosomal 16S gene. Our first results have shown that the genera Prevotella, followed by Oscillibacter,
Dialister, Roseburia or Treponema are dominant in the porcine faecal microbiota. Heritability values ranging from 0.13 + 0.08 to
0.55 + 0.16 were estimated for the relative abundance of 19 of the most common bacterial genera, highlighting the contribution of
the host genome to the shaping of the gut microbial ecosystem. Regularized canonical correlations and sparse Partial Least
Squares analyses highlighted both positive and negative correlations between immunity traits (e.g. monocytes, eosinophils,
platelets) and genera such as Prevotella, Roseburia and Dialister. The establishment of microbial diversity in the gut was assessed
by following a subset of 31 piglets at 14, 36, 48, 60 and 70 days of age. We showed that the gut microbiota composition was
stabilized after 36 days of age. In addition, a stratification of the 31 piglets in two groups was observed after weaning, suggesting
the existence of enterotypes as observed in humans. These two enterotype-like clusters were primarily distinguished by the levels
of unclassified Ruminococcaceae and Prevotella, respectively. These two enterotype-like clusters were also found in the cohort of
518 60 day-old piglets.
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INTRODUCTION

La robustesse est un caractére global ambitieux dans son
concept. En élevage, un animal robuste sera celui qui résiste
aux variations d’environnement (alimentation, pression
sanitaire, conditions d’élevage), sans perdre sa capacité de
production liée aux objectifs visés. La robustesse peut étre
considérée comme la résultante d’'une combinatoire complexe
entre des caractéeres d’efficacité alimentaire, de santé
(résistance aux agents pathogenes, bonne réponse a la
vaccination), de résilience face aux changements de
comportement, et de bien-étre. De fait, I'ensemble des rdles
joués par le microbiote digestif (Sommer et Backhed, 2013)
suggere un lien avec les principales fonctions a étudier pour
améliorer la robustesse des animaux en élevage (Figure 1;
Calenge et al., 2014), d’ou le démarrage d’études d’envergure
sur le sujet, en complément de mesures zootechniques

individuelles de plus en plus fines. Le microbiote est ainsi
considéré comme un acteur important de la variabilité
individuelle, a explorer.

Les recherches en cours chez le porc ont pour objectifs
d’analyser les relations entre les variations de composition du
microbiote digestif et la capacité immunitaire de I’'hGte ou
I'efficacité alimentaire, d’étudier les interrelations entre la
composition du microbiote et la capacité adaptative des
animaux lors des périodes de transition comme le sevrage, les
changements d’environnement ou d’alimentation.

Nous présentons ici les résultats du projet SUS-FLORA (ANR

Génomique 2011-2014), qui a pour but d’analyser la
contribution du microbiote intestinal a I"homéostasie du
systeme immunitaire chez le porc, par des approches

génétiques et génomiques.
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Figure 1 - Multiples fonctions du microbiote intestinal trouvées chez I’'homme et leurs correspondances avec des objectifs
de sélection en élevage, actuels ou futurs, encadrés en gris (adapté de Rogel-Gaillard, 2014).

1. MATERIELS ET METHODES

1.1. Animaux et prélevements

Quatre-vingt-dix familles de porcs Large White ont été
produites dans l'unité expérimentale INRA GENESI au
Magneraud (17700 Surgéres), et six descendants par famille
ont été étudiés. Les porcelets ont été allaités par leur mere (les
animaux adoptés ont été exclus du protocole) et ont eu acces
a de l'aliment solide avant sevrage. Les porcelets ont été
sevrés a 28 jours d’age et vaccinés contre Mycoplasma
hyopneumoniae a 35 jours (vaccin Stellamune, Pfizer), avec
rappel de vaccination a 42 jours.

Des échantillons sanguins, pour le phénotypage de parameétres
immuns (Flori et al., 2010), et des féces, pour la caractérisation
du microbiote intestinal, ont été prélevés chez tous les
animaux a 60 jours d’age. Un sous-groupe de 36 animaux a été
suivi de la naissance a 70 jours d’age, avec des prélevements
de feces a 14, 36, 48, 60 et 70 jours, afin de suivre la mise en
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place progressive du microbiote chez le jeune (Figure 2). Pour
ce sous-groupe d’animaux, les feces des meéres ont été
prélevées en méme temps que celles de leurs porcelets a 14
jours d’age. Le contenu luminal du cOlon a été prélevé a 70
jours d’age chez les animaux abattus (Mach et al., 2015). Dans
les analyses présentées ici sont inclus 518 porcelets de 60
jours d’age, dont un sous-groupe de 31 individus sur les 36
suivis de la naissance a 70 jours.

Sont présentées ici les analyses réalisées avec le taux
d’'immunoglobulines A (IgA) luminales dosées par ELISA a
partir de prélévements de liquide dans le colon (Mach et al.,
2015), et douze parametres issus d’une numération-formule
sanguine réalisée par un laboratoire d’analyses médicales (VT-
BIO, Secondigny, Deux-Sévres) : le nombre total de leucocytes,
de lymphocytes, de monocytes, de neutrophiles,
d’éosinophiles, d’érythrocytes, les taux de plaquettes, de
globules rouges, d’hémoglobine, I’'hématocrite, le volume
globulaire moyen, la concentration et la teneur corpusculaire
moyenne en hémoglobine.
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Les féces, prélevées a la source pour chaque animal, ont été
collectées dans des cryotubes, congelées dans de l'azote
liquide, et conservées ensuite a -80°C avant extraction d’ADN.

Sevrage Collecte de feces
JOUI’S 0 14 28 36 48 ~60 70 ~150
vy v ' [ 1
Naissance T : I
Vaccination Collecte Abattage
(Mycoplasma de sang
hyopneumon/aeb

Figure 2 — Protocole de prélevement des animaux. Du sang et
des feces ont été prélevés sur tous les animaux a 60 jours
d’age. Un sous-groupe a été prélevé pour des féces a 14, 28,
38, 48, 60 et 70 jours d’age (abattage).

1.2. Analyse de la diversité microbienne

La diversité microbienne de I'ADN fécal a été établie par
séquencage de la région variable v3-v4 du géne bactérien qui
code I'ARNr 16S (pyroséquencage 454). L'ensemble des
méthodes, basées sur celles utilisées chez 'homme, est décrit
dans Mach et al. (2015).

1.3. Stratification des animaux selon la composition de leur
microbiote

L’analyse de regroupement ou « clustering » des animaux pour
I'identification d’entérotypes a été réalisée selon la procédure
décrite chez 'homme par Arumugam et al. (2011). Les
analyses statistiques ont été conduites avec le logiciel R
(www.r-project.org) et le package « vegan » (Oksanen et al.
2015).

Porcelets 14 jours

1.4. Calcul d’héritabilité

Les calculs d’héritabilité de la composition du microbiote ont
été réalisés en utilisant comme information de composition du
microbiote les abondances relatives des genres bactériens,
exprimées en pourcentage, avec une transformation racine
carrée. Le modeéle d’analyse est un modéle linéaire incluant le
poids a 21 jours, le sexe, la bande, la loge de post sevrage pour
les effets fixes, et la portée en effet aléatoire. Les effets
génétiques ont été estimés avec le logiciel VCE6 (Groeneveld
etal., 2010).

1.5. Analyse des covariations entre abondance des genres
bactériens et caractéres immunitaires ou de croissance

Afin de mettre en évidence des relations entre composition du
microbiote et phénotypes de I'hGte, des analyses multivariées
ont été réalisées par une approche rCCA (Analyse canonique
régularisée), avec le package mixOmics (Lé Cao et al., 2009)
sous R.

2. RESULTATS ET DISCUSSION

2.1. Dynamique de diversification et de stabilisation du
microbiote intestinal entre la naissance et 70 jours

Les résultats, basés sur I'exploitation de l'information des
genres bactériens, mettent en évidence une nette séparation
entre les porcelets avant sevrage a 14 jours d’age, et les
porcelets aprés sevrage (36 a 70 jours d’age). Cette
distribution refléte la forte diversification du microbiote suite
au démarrage de I'alimentation solide. Le groupe des méres se
détache de celui des porcelets apres 36 jours d’age, ce qui
suggere une maturation supplémentaire du microbiote chez
les truies par rapport a celui des porcelets de 70 jours d’age.

Porcelets 36 a 70 jours

Meéres

Figure 3 - Distribution des porcelets et des meres sur la base de la composition en genres bactériens de leur microbiote fécal
(deux individus sont connectés si la distance de Jaccard entre eux est inférieure a 0,70). La distance de Jaccard mesure
la dissimilarité entre des ensembles. Elle est calculée par soustraction de 1 a I'indice de Jaccard, qui est le rapport entre
I'intersection des ensembles et I'union des ensembles. La distance de Jaccard est utilisée ici pour comparer les microbiomes
des animaux. Les males sont représentés par des ronds et les femelles par des triangles (adapté de Mach et al., 2015).
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Les groupes bactériens les plus abondants avant sevrage (14j
d’age) sont les genres Bacteroides, suivis par Ruminococcus,
Oscillibacter,  Eubacterium, Clostridium,  Lactobacillus,
Butyricimonas, Escherichia, Shigella. Apres le sevrage, le genre
Prevotella devient largement dominant, et apparaissent
également les genres Acetivibrio, Dialister, Oribacterium et
Succinivibrio.

Les genres Butyricimonas, Shigella et Escherichia deviennent a
peine  détectables dans nos conditions d’analyse.
Les dominances apres sevrage, identifiées avec ce groupe de
31 porcelets, ont été confirmées avec les 518 individus
analysés a 60 jours d’age (Ramayo-Caldas et al., soumis).

T ;

2.2. Stratification des animaux en deux sous-groupes sur la
base de la composition de leur microbiote intestinal :
existence d’entérotypes chez le porc ?

Les analyses de regroupement ont montré que les 31 animaux
se subdivisent en deux groupes (A et B) apres 36 jours d’age et
la proportion de bactéries du genre Prevotella est prédictive de
I'appartenance a l'un ou l'autre groupe (Mach et al., 2015). Les
animaux du groupe A ont un microbiote enrichi en bactéries du
genre Ruminococcus et le groupe B en bactéries du genre
Prevotella (>30%). Ces deux groupes ont été aussi observés dans
la cohorte de 518 individus a 60 jours d’age (Figure 4), avec
comme genres bactériens supplémentaires spécifiques,
Treponema pour le groupe A et Mitsuokella pour le groupe B.

Prevotella Ruminococcus

E——

Mitsuokella Treponema

Figure 4 — A : distribution des 518 animaux en deux groupes ou entérotypes (A en noir ou B en gris) en fonction de leur microbiote
fécal. B : abondances relatives des principaux genres bactériens qui caractérisent le microbiote fécal de chacun
des groupes d’animaux (Ramayo-Caldas et al., soumis)

Ces groupes A et B évoquent les entérotypes identifiés chez
I’'homme (Arumugam et al., 2011). Dans notre expérience, les
conditions d‘élevage sont identiques pour tous les individus.
Nos résultats devraient renforcer le concept d’entérotype,
encore controversé chez I’homme, chez qui les conditions de
vie ne peuvent étre controlées pareillement.

2.3. Une héritabilité significative de la composition du
microbiote intestinal

L’héritabilité de I"'abondance relative des genres bactériens a
été estimée avec la cohorte des 518 porcelets a 60 jours d’age.
Nos résultats (Tableau 1) mettent en évidence des valeurs
d’héritabilité significatives des abondances relatives pour les
genres bactériens Ruminococcus (h?=0,55+0,16), Prevotella
(h?=0,3740,27), Campylobacter (h?=0,34+0,10), Treponema
(h?=0,2940,03) et Blautia (h?=0,24+0,09).

Les animaux étant répartis en deux groupes A et B de
prédominance Ruminococcus (groupe A, 30% des porcelets) ou
Prevotella (groupe B, 70% des porcelets), I'héritabilité de
I'appartenance a I'un de ces deux sous-groupes a également
été estimée. La valeur estimée de [I'héritabilité est de
h2=0,31+0,10, ce qui indique une héritabilité modérée pour
I'appartenance a un groupe/entérotype A ou B.
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Tableau 1. Estimation de I’héritabilité (h2) et de I'erreur
standard pour les abondances relatives des communautés
bactériennes a I’échelle des genres.

Genre bactérient h? stdh?
Ruminococcus 0,55 0,16
Prevotella 0,37 0,27
Campylobacter 0,34 0,10
Dorea 0,31 0,23
Treponema 0,29 0,03
Anaerovibrio 0,26 0,17
Faecalibacterium 0,25 0,28
Blautia 0,24 0,09
Parabacteroides 0,22 0,30
Lactobacillus 0,18 0,23
Catenibacterium 0,16 0,08
Peptococcus 0,14 0,08
Fibrobacter 0,14 0,43
Helicobacter 0,13 0,08
Streptococcus 0,13 0,10
Anaerostipes 0,13 0,08

1 Les genres bactériens identifiés comme caractéristiques des entérotypes
sont en caractéres gras.
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2.4. Covariations entre paramétres de composition
du microbiote intestinal et paramétres immunitaires
ou de production

Nous avons mis en évidence des relations entre
I'appartenance a un groupe ou entérotype apres 36 jours
d’age et, d’une part, le taux d’IgA luminal du cblon et, d’autre
part, le poids avant et apres sevrage (Mach et al., 2015,
Ramayo-Caldas et al. soumis). Les animaux du groupe A
(Prevotella) sont plus lourds avant sevrage mais ont une
croissance post sevrage plus faible que les animaux du groupe
B (Ruminococcus) qui sont in fine plus lourds apres 48 jours
d’age (Figure 5).
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Les analyses statistiques multivariées, basées sur I'analyse
canonique régularisée (rCCA), ont mis en évidence des
corrélations canoniques positives entre les genres bactériens
appartenant au phylum des Firmicutes (e.g. Ruminococcus,
Roseburia, Clostridium) et les taux de monocytes et plaquettes,
ainsi que des corrélations négatives entre ces méme genres
bactériens et les taux d’éosinophiles et d’hémoglobine dans le
sang (Estellé et al., 2014).

En revanche, les genres bactériens appartenant au phylum des
Bacteroidetes (e.g. Prevotella, Mitsuokella) présentent des
corrélations canoniques inverses de celles observées pour les
Firmicutes par rapport aux mémes parameétres immunitaires.

.

Groupe

B Ruminococcus
3 Prevotella

0-21 21-22

Age en jours

29-70

Figure 5 - Effet de 'appartenance aux groupes dominés par Ruminococcus ou Prevotella, respectivement,
sur les parametres de croissance estimés chez 31 individus (Mach et al. 2015). A : poids ; B : gain moyen quotidien.

CONCLUSION
Nos résultats mettent en évidence des liens entre la
composition du microbiote fécal et des parameétres

immunitaires ou de production. Nous montrons, ainsi, des
corrélations positives entre I'appartenance a |'entérotype
caractérisé par le genre Prevotella et, d’une part, la croissance
avant 70 jours et, d’autre part, le taux d’IgA dans la lumiere du
cOlon. Les IgA secrétées dans la lumiére intestinale sont
intimement liées au développement du microbiote. Elles
pourraient se lier aux bactéries et contribuer a maintenir un
état non inflammatoire des interactions entre I'h6te et ses
communautés bactériennes, favorisant ainsi la symbiose et la
mise en place de I'homéostasie (Palm et al., 2014). Nos
résultats suggerent donc un réle plutét favorable de
I'entérotype caractérisé par le genre Prevotella.

Identifier des microbiotes qui favorisent robustesse et
production en élevage porcin, et trouver les leviers qui
permettent de les orienter, représentent des voies
prometteuses d’innovation en élevage. Alors qu’il est bien
admis et démontré que la nutrition et I'environnement
influencent la composition du microbiote intestinal, nous
apportons des éléments qui indiquent que la génétique de
I’h6te joue également un role significatif dans la composition
de I'écosysteme digestif, par I'estimation de I'héritabilité de
I'abondance relative des genres bactériens.
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Le phénotype d’un individu est schématiquement considéré
comme la résultante d’effets liés a la génétique de I'hote, a
son environnement et aux interactions entre les deux. On peut
y ajouter les effets liés aux mécanismes épigénétiques, de plus
en plus étudiés pour comprendre le fagonnage des
phénotypes. Les travaux récents sur le microbiote digestif,
dont les notres, mettent en évidence la pertinence de
considérer également les effets de ses variations de
composition pour caractériser les phénotypes animaux. Les
progrés technologiques permettent désormais d’envisager la
prise en compte des informations de métagénomique dans les
équations de prédiction des phénotypes. L'hote et son
microbiote sont en interaction continue et leurs génomes
également. Emerge le concept d’holobionte, qui englobe I'hote
et ses communautés microbiennes symbiotiques qui ont co-
évolué au fil du temps (Guerrero et al., 2013 ; Salvucci 2014),
avec la notion d’hologénome qui integre le génome de I'hote
et son métagénome (Rosenberg et al., 2009).

Si la caractérisation du microbiote intestinal est amenée a se
développer en routine sur de grandes populations, il faudra
concevoir des outils diagnostics performants et peu colteux, a
I'image des outils de génotypage qui renseignent sur la
variabilité du génome de I'h6te. De plus, identifier les moyens
d’orienter de maniere durable le microbiote intestinal tout au
long de la vie des animaux pour répondre aux objectifs en



2016. Journées Recherche Porcine, 48.

élevage est un enjeu qui nécessitera un travail collaboratif immunologistes, physiologistes, microbiologistes et
conséquent entre généticiens, zootechniciens, vétérinaires, spécialistes de la formulation des aliments.
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