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La revue INRAE Productions Animales publie des articles de synthése permettant la
mise a jour des connaissances et des articles présentant des résultats de recherche
avec leurs applications possibles, pour toutes les espéeces d'intérét zootechnique
(herbivores, monogastriques et poissons).

Les articles sont rédigés par des chercheurs INRAE ou en collaboration avec eux et la
revue publie occasionnellement des syntheses sur invitation.

Les domaines étudiés sont les suivants : nutrition et alimentation, génétique, physiologie,
pathologie, techniques d'élevage, qualité des produits et économie des pr'oduc’rnons
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La revue publie régulierement des
dossiers sur des sujets d'actualité et/ou =
présentant des travaux de recherche. 4 J 3
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Politique d'acces libre De granas aens

et des solutions
pour l'élevage

https://productions-animales.org/

PN
W INRAE Productions Animales permet un accés libre et immédiat a
“BORDEAUX  tous les articles publiés sur le principe que la mise a disposition des
%ma s/ résultats scientifiques sous cette forme permet de mieux partager
la connaissance et contribue a I'émergence d'un monde meilleur.
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[ Problematique ]

s

Conditions optimales d'élevage  Pas de probléme

Conditions sous-optimales d'élevage Problémes
2006 : Suppression des antibiotiques facteurs de croissance (AFC) en Europe
Apres 2006 : sans AFC  Matieres premiéres utilisées dans les régimes

Ex: Interdiction des farines animales
K en exces avec les MP végétales

Ex : Introduction de nlle MP
Formulation (composition en nutriments)

—_ Li’riér‘es Augmentation des
humides troubles digestifs
ET grasses non spécifiques
5 .
—> \ Performances 5

7 Variabilité des animaux N
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N Qualité des litieres (augm. eau) H2
\ Performances de croissance (Absolue, Variabilité)

H1 : Modification du microbiote bactérien a l'origine de ces TDnS
H2 : L'augmentation de la teneur en eau des litieres est liée a des troubles digestifs

(# urinaire, environnementaux)
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Microbiote digestif
des volailles

1. Microbiote digestif

1.1. Composition
1.2. Facteurs modulant le microbiote
1.3. Effets du microbiote sur I'animal

1.4. Modes d'action du microbiote

2. Facteurs alimentaires pouvant moduler le microbiote digestif



Développement des travaux publiés sur le microbiote
Tous les travaux sur le microbiote

D

oo Augmentation exponentielle
00 + 100 000 références

2 En 2019 : + 17 000 références
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Travaux sur le microbiote DIGESTIF chez IHOMME / modéle MURIN
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Travaux sur le microbiote digestif chez les oiseaux dont VOLAILLES

=0 Augmentation exponentielle
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1. Microbiote digestif

1.1. Composition du microbiote digestif
des volailles
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Appareil digestif du poulet

Appareil digestif court — Temps de transit rapide
Mouvements de rétropéristaltisme
I i

& , | o " Rectum
Iléon

pH=6,18-6,50
Tabot Suc pancréatique
PH:4,47‘4 54 Sels biliaires PH=5,60-5,83
2h45-4h 7 Vidange
*”?)D J 1-2 fois /]
Proventricule )
pH= 4,33-451 )— §
} - Jéjunum
20-50min L A pH=5,72-6,00 |
Gésier Intestin gréle Fig : D'aprés Moran (1982)
H : d'aprés Farner (1942)
pH=2,46-2,79 1h-1h15 s transit : daprés Sklan et al (1975)
Duodénum .

pH=5,68-6,07



[Les 3 domaines de la vie ]

Arbre phylogénétique universel determiné a
partir de comparaisons de sequences d' ARNr

EUKARYOTES
EUBACTE R IA animals ciliates fungi

green
purple Gram-  non-suifur

bacteria g:g'eir‘;: bocteria

plants

flagellates
cyanobacteria

flavobacterio

microsporidia

Thermotoga

L J L J
ext ;
haTo;?\riT:s methanogens exireme thermophiles

ARCHAEBACTERIA

Woese, 1987
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| Organismes présents dans le TD des oiseaux |

Eucaryotes

Cestodes  Railletina (intestin gréle)
Davainea (duodénum)
Nématodes Heterakis gallinarum : petit ver nématode blanchatre (caeca)
Capillaires (jabot, intestin gréle)
Acuaria : A.spiralis et A. nasata (jabot, gésier)
Ascaridia galli —

Acuaria Z\  Acaridia

[y

Heterakis
gallinarum

Protozoaires Ex: Coccidies Eimeria .

Champignons Levures Ex : Candida albicans

8
o

Candida
albicans

Archées

Methanobrevibacter

Procaryotes BACTERIES

Virus 1010 / mm3 (Homme : Lepage, et al, 2008)
Bactériophages (Letarov et Kulikov, 2009; Reyes et al, 2012)



http://darwin2009.blog.lemonde.fr/files/2009/06/paper_bacteriophage_2.1245153269.gif
http://images.google.com/imgres?imgurl=http://la-flandriere.com/Photos/Aviculture/Maladies%20volailles/Capillariose.gif&imgrefurl=http://la-flandriere.com/Site/Aviculture/Aviculture.Les%20maladies.html&usg=__xctXjUSewlWr2-dSc9noik7Jz-4=&h=259&w=400&sz=64&hl=fr&start=11&um=1&tbnid=j4IlqT8qcQLlAM:&tbnh=80&tbnw=124&prev=/images?q=n%C3%A9matode+intestin+poulet&hl=fr&rls=com.microsoft:fr:IE-SearchBox&um=1
http://la-flandriere.com/Photos/Aviculture/Maladies%20volailles/New%20castel.jpg
http://la-flandriere.com/Photos/Aviculture/Maladies%20volailles/heterakis.jpg
http://images.google.com/imgres?imgurl=http://www.agorasante.fr/wp-content/uploads/2009/06/probiotiques.jpg&imgrefurl=http://www.agorasante.fr/2009/06/23/probiotiques-un-pave-dans-la-mare/&usg=__sNLTmGlvaSXV2CrxKJzMaKaOD9k=&h=300&w=300&sz=91&hl=fr&start=65&um=1&tbnid=yXisQPiGIMu8dM:&tbnh=116&tbnw=116&prev=/images?q=microbiote+digestif&ndsp=18&hl=fr&rls=com.microsoft:fr:IE-SearchBox&sa=N&start=54&um=1
http://idata.over-blog.com/0/34/92/22/bacterioblog-copie-1.jpg

Les microorganismes 5
du TD des oiseaux

0,5a5um
(<0,2 a 500 um)

Intestin gréle Caeca
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bactérie Klm ot MUHCH', Dahzeisen Ser'gean‘r
2011* et al, 2011 et al, 2014**

e o o () o
Bacteéries 92 % 97 1% 97.8%  *509% de séquences assignées
Ar'chées O,4°/o 2 ,1°/o 0,04°/o **47% de séquences assignées
Eucaryotes 42% 0,5% 2.1%
Virus 3,8% 0,3% 0,1%

. . o RNA/DNA from the host and bacteria
Proportions a relativiser

(Taille des génomes) S A
Garcia-Lopez R. et al (2019) Q “have %‘ ToMbp
Huma hremoesomes, X, Y, 2 rln[f\ um ~3.6 I|., -

- DMA I I|.\". valen 1 half a millic

( Y N Wengenomi davets 15

Mot s

fow vinuses


http://images.google.com/imgres?imgurl=http://www.agorasante.fr/wp-content/uploads/2009/06/probiotiques.jpg&imgrefurl=http://www.agorasante.fr/2009/06/23/probiotiques-un-pave-dans-la-mare/&usg=__sNLTmGlvaSXV2CrxKJzMaKaOD9k=&h=300&w=300&sz=91&hl=fr&start=65&um=1&tbnid=yXisQPiGIMu8dM:&tbnh=116&tbnw=116&prev=/images?q=microbiote+digestif&ndsp=18&hl=fr&rls=com.microsoft:fr:IE-SearchBox&sa=N&start=54&um=1
http://idata.over-blog.com/0/34/92/22/bacterioblog-copie-1.jpg

Whole genome

sequence (Wes) Virus Virome (Métagénome viral)

e Peu abondant : 0,1% des microorganismes

Essentiellement des bactériophages et des inconnus 10 3 400 nm

L L (...2000 nm)
Bactériophages Relation Bactérie / Virus

Rq : Responsable du pouvoir pathogéne de bactérie

Ex : Bactériophage CTX ¢ : responsable du pouvoir pathogéne de Vibrio cholerae
(Toxine cholérique)

Proie / Prédateur

Impliqué dans la régulation du microbiote bactérien
Pourrait porter des fonctions bénéfiques pour I'hote

Bases de données trés incomplétes Sausset et al, 2020; Sumbria et al. (2019):
De Sordi, L., et al. (2019)

169 références
§> 2019: 26 références




Défis de I'étude du virome

1) No universal gene exists, WGS required

VirA

« No universal gene (like the 165 in Bacteria)
«No Common Ancestar

-Viruses are polyphyletic

- High rate of Horizontzl Gene Transfer

WGS Metagenomics

» Uneaven genome sampling
- Caommonly assembly-dependent

« Bias towards abundant species
+ Short contigs are non-informative

> )

Prophage Integration
« Contigs mistaken for bacteria
« Not the target of regular protocols
- Not active, until lytic cycle is triggered

Bacteriophage Infection

«Viruses may switch to a lysogenic cycle
and integrate its genome into the host's
chromasome

—iruses

4) RNA/DNA from the host and bacteria

« Most commonly «200kbp t,"&

«18kbp-25Mbp

- Bactera
o P - Bacterla commonly
—
. N7 have 0.5- 10 Mbp
gencmes
— Hurman

» Human's 22 chromosomes, X, Y, and mtDNA sum ~3.6 Gbp
=DNAIn 1 cell Is equivalent to half a million of some viruses

(Yo YaY

*Not scaled

\ Metagenomic datasets
commonly have very
few viruses

2) Viromics require
DNA-+RNA protocols

2T

DNA
Viruses

- Sequencing can be GITTCGT
carried after extraction %CG};\TT—;\?
- Alternatively, v|ra!. CGGATC
sequences are enriched CCTGAC

RNA 2
Viruses o D>

29

- DNase/RNase treatment
removes unencapsidated v
exogenous DNA/RNA [~ _ -
~= gl

Ny

%7 -

. <

&

2 i GTTTCGT

-l ATCATTG

g D TGGATAT

= CGGATC
CCTGAC

L,

{

3) Experimental bias
of enrichment methods

\ _— NA coples
\ - F

« DNA enrichment methods
preferentially amplifies
small cirular genomes

« SISPA, used for cDNA
amplification of ANA
viruses, generates
sequence artifacts

A

Microfiter

|

Particle Enrichment

5) Uncharacterized
viruses

- Reference sequences
in available databases
are often biased towards

specific viruses

« Many viruses have na suitable
reference sequence

« Most viral sequences are from
nen-culturable experiments
and have not been identified

"’ﬁrh:gc ns

Garcia-Lopez R. et al (2019)

6) Complex
Taxonomy

« Assignation of all levels

n the taxonomy of viruses
is not obligatory

« Classes and phyla are
normally not assigned

- Even the genus may be
missing for some viruses

« Historically, taxonomy
was assigned dueto
morphology or host

17



Virus Virome (Métagénome viral)

11 références
La 1ére en 2011

Peu abondant : -
0,1-3,8% des microorganismes Bactériophages

Virus d'eucaryotes

Virus a ARN* (RT-PCR), Virus a ADN (PCR)
(Pantin-Jackwood et al, 2008; Poulet, Dinde)

Virus a ARN* (pyroséquencgage) (Day et al, 2010; Dinde)

* Responsables de pathologies entériques et de maladies de production en aviculture

Virus faisant partie du microbiote commensal

§ 9 familles virales connues

) . (Lima et al. 2017, 2019)
Un nouveau groupe de virus a ADN

_ ] ] (Zhao et al. 2018; Qiu et al. 2017,
17-18 familles virales Fawaz et al, 2016)

18



Champignons (Fungi) = Mycobiome

+ 900 références
2019 : 95 références

usa

a T T T T T T T T T T T
n 0 v el r el v el v el r el v el v =
8 2 2 2 2 & 2 & = 2 = = 2 -1 2 2
=] ] =] =] & = (] <] = =) 2 2 S B &

Quelques publications

Scupham, A. J., et al. 2007; Hume, M. E., et al. 2012;
Lin, J., et al. 2013; Sokol, I., et al. 2017, 2018

Hume et al (2012)
. Pyroséquencage ADNr 28S

\ \
I d 23 especes 8 especes
A (2 Sem) (3 Sem) http://mycota-
crcc.mnhn.fr/site/espece.p
4 hp?idE=102

http://ag.arizona.edu/PLP/alternaria/

online/picture_library/alternaria/japo http://extension.umaine.edu/ipm/ip

nica/pages/2172002.htm ddl/plant-disease-images/embellisia- 19

pathogen-images/



[ Microbiote bactérien : Evolution des approches d'études ]

Approches
culturales

Une grande majorité non facilement cultivable (70-90%)

Approches independentes de la culture
Méthodes moléculaires basées sur un marqueur bactérien (ADNr 16S)

. Méthodes qualitatives : n
s Empreintes moléculaires (DGGE, SSCP, ... B H M
« Méthodes quantitatives LB L L

Hybridation in situ par fluorescence (FISH)
PCR quantitative

=) Tmage plus précise

+ Récemment : Séquengage & haut débit d'amplicons de I'ADNr 165 | / Pl
Pyroséquencage (Next Generation Sequencing, NGS) -

Illumina MiSeq , HiSeq ... § L

mm) Image encore plus précise


http://images.google.fr/imgres?imgurl=http://jymesnil.files.wordpress.com/2009/04/iceberg.jpg&imgrefurl=http://jymesnil.wordpress.com/2009/04/03/theorie-de-liceberg/&usg=__Dyg1tJv6TQ4hzasf0Mn5lT78uLQ=&h=474&w=349&sz=43&hl=fr&start=1&um=1&tbnid=jmWMSTIxZTdUKM:&tbnh=129&tbnw=95&prev=/images?q%3Diceberg%26hl%3Dfr%26safe%3Dactive%26sa%3DN%26um%3D1

Microbiote bactérien digestif du poulet

Contenus digestifs

Importance quantitative
1. Caeca
2. Jabot
3. Intestin gréle

Small intestine

Mucus LI NPT
<

digestif  w=y L ®
° 09 o -.ee AMPs 2 ° s 2 f._
@ 0® ° é@ ° ) > 1 Fes -t
3% °g 0 % Juug e ! 7
LN layer ' e é L é . u.‘}'
TRid Aoical {7 & i e W e ® = 2y 8
Basolateral v " 53 . 5 L
oo Ul 3.5 (| &)
IL-22 Paneth gI Enterocyte Colonocyte Tight  Goblet ‘— ,“ ' - }\' 1 \ 2 “._ 1
i @ _JL @2 cell Lo ﬁix junction  cell A ) . ‘l._;_, - ‘ X ﬁ 5 o ‘ ™
LTi cell NK-22 Sih brodicing o 3! 3 _p_ T —
Lamina propria plga cel = =
Maynard, et al, 2012 Peterson et Artis, 2014

Composition du microbiote . Composition du microbiote
du mucus des contenus

S.

Le + éetudie :
l !

21



Microbiote digestif le long
du tractus gastrointestinal

Souche

commerciale 5.3 x 1010 COpiZS d'ADNr16S /gh

a croissance o . .
Rapide & Principalement Lactobacillus /\\\ \

aérobie ou
3 sem \

aérotolérant Rectum

Iléon
Contenus

digestifs

Jabot

Principalement

Proventricule anaérobie
12 : '
/ Téjunum | 7:4 % 102 copies d’ ADNr16S /g
Clostridium
5.5 x 10! copies Gésier
dADNr16S /g D'aprés Moran (1982)
Lactobacillus Duodénum

Guardia et al. (2011)



Evolution du microbiote digestif avec I'age (1)
Abondance relative (%) .. )
~ (Séquengage 16S) Q\ S )

Souche
commerciale | g
a croissance i

\ — s
N\ N 2
Rapide i JA BOT (:':\ ‘;n ': )It ’ /.-i(
Contenus digestifs Cj{\/,’\i/ v
i D'aprés Moran (1982)
Age (j)
Phylum Famille 8 15 22 25 29 36
Firmicutes 97,4 97,8 98,3 98,3 98,4 97,4
Lactobacillaceae 97,4 96,7 96,1 97,6 96,4 94,2
Planococcaceae ND 1,0 2,2 0,6 1,8 1,7
Staphylococcaceae ND ND 0,1 0,02 0,1 1,1
Actinobacteria Corynebacteriaceae ND ND 0,03 0,02 0,2 0,9

ND: non détectable

Ranjitkar et al (2016)

Regne/Embranchement (Phylum)/Classe/Ordre/Famille/Genre/Espéce 23



Evolution du microbiote digestif avec |'age (2)

. o S ARy
Abondance relative (%) CESIER (i\ o ‘|"’f = %
Contenus digestifs :\”d Vv
Age (J) kj D'aprés Moran (1982)

Phylum Famille 8 15 22 25 29 36

Firmicutes 88,9 98,1 91,1 90,0 88,9 86,9

Lactobacillaceae 64,2 86,5 63,8 62,3 60,9 58,4
Lachnospiraceae 10,3 2,7 5,5 4,8 4,3 2,3
Ruminococcaceae 9,3 3,8 6,2 8,8 8,7 4,7
Enterococcaceae 2,8 0,1 1,3 1,3 0,8 1,2
Clostridiaceae 0,6 1,3 1,3 1,4 2,5 3,3
Planococcaceae 0,01 3,4 11,4 9,3 9,5 9,5
Staphylococcaceae ND ND 0,2 0,4 0,8 4,8
Proteobacteria 10,6 1,4 5,7 4,8 3,4 2,4
Bacteroidetes 0,2 0,4 1,3 2,4 3,2 0,8
Actinobacteria 0,2 0,1 1,4 1,3 2,9 9,5
Tenericutes 0,1 0,1 0,4 1,3 1,1 0,3

ND: non détectable

Ranjitkar et al (2016)



Evolution du microbiote digestif avec I'dge (3) & (e

»m,("

Abondance relative (%) v )‘\
ILEON ]
Contenus digestifs
Age (j)
Phylum Famille 8 15 22 25 29 36
Firmicutes 97,7 93,8 97,4 97,1 96,4 97,2
Lactobacillaceae 61,3 65,9 72,6 73,3 67,3 67,7
Enterococcaceae 25,3 0,6 2,2 2,4 1,8 0,9
Lachnospiraceae 6,1 11,3 3,5 1,4 1,6 2,3
Clostridiaceae 4,7 16,7 11,7 12,0 18,4 19,3
Ruminococcaceae 2,0 3,1 1,7 1,3 2,4 1,3
Streptococcaceae 1,2 0,1 0,7 1,7 2,5 4,7
Planococcaceae 0,0 1,5 6,2 5,1 3,2 1,5
Proteobacteria 2.2 5,4 0,6 1,0 1,0 0,6
Actinobacteria 0,1 0,02 1,4 1,1 1,1 1,7

ND: non détectable

Ranjitkar et al (2G16)



Evolution du microbiote digestif avec |'age (4)
Abondance relative (%)

CAECA
Contenus digestifs

Age (j)
Phylum Famille 8 15 22 25 29 36
Firmicutes 93,4 96,3 71,6 70,1 57,5 75,4
Lachnospiraceae 39,1 35,0 27,3 20,1 19,5 22,7
[ Ruminococcaceae 29,5 43,9 32,5 37,6 28,4 36,1 ]
Lactobacillaceae 17,5 7,8 3,1 3,1 2,2 3,3
Streptococcaceae 2,7 0,01 0,3 0,4 0,7 1,5
Erysipelotrichaceae 2,01 1,1 1,7 1,8 1,5 3,2
Enterococcaceae 1,7 0,1 0,1 0,04 ND 0,02
Clostridiaceae 0,7 5,7 4,3 4,3 3,1 4,8
Catabacteriaceae ND ND 0,4 0,6 0,4 1,2
Oscillospiraceae ND ND 0,8 0,4 0,2 1,0
Peptostreptococcaceae ND 2,1 0,6 0,8 0,7 0,3
Proteobacteria 6,3 0,6 0,2 0,7 0,2 0,2
Bacteroidetes 0,1 1,8 236 212 357 20,2
Tenericutes 0,1 1,1 4,3 7,7 6,3 3,7

ND: non détectable Ranji’rkar et al (2016)



Caractéristiques de la composition
du microbiote digestif du poulet (1)

Un grand nombre *

N o~
A
K

[,

G
l il
\

Principalement dans les caeca DY) vrapres Moran (1982)

Estimation (Ross, 3 semaines) : 7,7 x 1012 bactéries

Danzeisen et al., 2011; Nordentoft et al., 2011; Stanley et al, 2012; Wei et al, 2013;
Sergeant et al, 2014; Witzig et al, 2015; Mon et al, 2015

Homme
Ex : Homme de 70 kg
8 ﬁf‘, 3.8 x 1013 cellules procaryote
| % o (02 kg, 0.30/0)
&Z\\ / Rq : 3.0 x 103 cellules humaines

Microbiote digestif de 'Homme : 150 fois plus de genes
que le génome de I'Homme

Qin J et al. (2010); Sender R et al (2016) 27



Caractéristiques de la composition
du microbiote digestif du poulet (2)

Tres grande diversité 5
> Différentes études — + 900 OTU (wei et al, 2013) 7
OTU: Operational Taxonomique Unit -
Approche métagénomique : + 30 000 OTU (ao et al, 2017)
X 9-14 000 OTU / individus Variabilité
8-10 000 especes / individus individuelle
Importante

Rq: Malgré cette grande diversité, seuls certains phyla* sont bien
représentés (Principalement Firmicutes; Bacteroidetes, Proteobacteria)
— Forte sélection d'espéces adaptées aux environnements digestifs

* Actuellement : 30 phyla dans le domaine Bacteria
(List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN))

Danzeisen et al., 2011; Nordentoft et al., 2011; Stanley et al, 2012; Wei et al, 2013; 28
Sergeant et al, 2014; Witzig et al, 2015; Mon et al, 2015; Gao et al, 2017



1. Microbiote digestif

1.2. Facteurs modulant
le microbiote

29



Facteurs modulant le microbiote (1)

Air sac

Microbiote dans I'appareil digestif de I'embryon ?

Yolk sac Amnion

Idée générale habituelle

\ Embryon
Allantois \ - ’;J ”" S Tér'| le
\b L -

Animaux
axéniques

Présence de bactéries

Binek et al (2000); Kizerwetter-Swida et Binek (2008)
Pedroso (2009); Pedroso et al (2016)

Présence d'ADN bactériens T
Bohorquez (2010); Pedroso et al (2016) & ,
Tlina et al (2016); Ding J et al (2017) Voo

20 Days

Roto et al (2016)

=) Controverse

Quantités faibles : Groupe bactérien le plus important
Enterococcus sp. : 1,3 x 10°UFC / g
dans le contenu caecal d'embryons de 20 jours
(Kizerwetter-Swida et Binek, 2008)

Diversité non négligeable : Bohorquez (2010); Pedroso et al (2016),
Ilina et al (2016); Ding J et al (2017) "



Facteurs modulant le microbiote (2)

- Environnement des 1¢" jours : Contact avec les premieres bactéries

Eclosoir, coquilles d'ceufs
Manipulations humaines

Boites de transport

Aliment / Eau des premiers jours
Litiere

- Age :
Augmentation quantitative
Augmentation de la complexité ~— _4_

- Segments digestifs

Gabriel et al 2006, 2014; Oakley et al 2014; Stanley et al 2014; Shaufi et al 2015 #



Facteurs modulant le microbiote (3)

- Matiéres premieres de l'aliment (Glucides (Fibres), Iipides,
protéines, minéraux, oligominéraux, vitamines, ANF)

- Structure de l'aliment / Traitements technologiques

- Anticoccidiens

- Additifs alimentaires (Antibiotiques, alternatives aux AFC)

- Eau

- Environnement d'élevage

Densité d'élevage
Type de litiere
Température
Programme lumineux

Gabriel et al 2006, 2014; Torok et al. 2011; Guardia et al., 2011; Oakley et al 2014
Stanley et al 2014; Best et al, 2017, Wang et al, 2018



Facteurs modulant le microbiote (4)

, wd >,
i Ja.w\l“l‘
_ — Microbiota" |
VIS, ,‘*-;\s/
el B (e d
SN
Tregs and cell mediated immunity AR
Sooted A Short chain fatly scids

v v/ - Systéme immunitaire
Gut

~ Neish, ZCQ

Interactions
Microbiote

- Systeme herveux Intestin
Cerveau

- Génétique de I'hote

Genes impliqués
dans l'immunité

33

Gabriel et al, 2014; Stanley et al. 2014; Mignon-Grasteau et al, 2015



Facteurs intrinseques et extrinseques
modulant le microbiote

Eau

Alimentation:

- MP

- Structure et
traitement techno.

- Anticoccidiens

- Additifs alimentaires

Microbiote de
I'embryon ?

Systeme
immunitaire

Age

Environnement:

Systeme
nerveux

Segments
digestifs

Génétique

Densité d’élevage
Température
Type de litiere



Hiérarchie entre ces
différents facteurs ?

M Factors 1
M Factors 2
M Factors 3
M Factors 4
M Factors 5

M Factors 6

Nombreux facteurs modulant le microbiote

Colonisation initiale
Evolution ultérieure

mm) Variabilité entre les individus
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1. Microbiote digestif

1.3. Effets du microbiote
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[ Sur la physiologie digestive ] V(%gw,” o
\ “‘(‘\/\J
7 Moran (1982)

Microbiote digestif = === Appareil digestif

* Morphologie, renouvellement cellulaire
* Fonctions digestives

* Production de mucus

* Motricité gastro-intestinale

* Sensibilité viscérale

Muniz et al, 2012 37
Gabriel et al., 2006; Yeoman et al, 2012; Oakley et al, 2014



300
250
200
150
100

50

Développement et morphologie intestinale

Poids relatif (g/kg)
(d'apres Furuse et Yokota, 1984)

25
20 a
15 -

10

u
1

Duodénum Jéjunum

B Axénique

Hauteur des villosités (nb de cellules)
(d'apreés Rolls et al, 1978)

a d
b b

Duodénum Jéjunum Jéjunum Iléon distal
proximal proximal distal
H Axénique Conventionnel

[léon

b
a
b a
b
0 - I -

Caeca Colon

Conventionnel

60

40

20

Profondeur des cryptes (nb de cellules)
(d'apreés Rolls et al, 1978)

b a
I |

a
d

- |

Duodénum Jéjunum  Jéjunum distal lléon distal
proximal proximal

B Axénique

Conventionnel

38



Sur la digestion |

Jabot Hydrolyse bactérienne de I'amidon “1)  Moran (1982)
(Bolton, 1965; Ivorec-Szylit, 1971; Szylit et al 1980; Champs et al 1981)

Intestin gréle

Compétition avec I'hote
Hydrolyse de composants non hydrolysables par I'hote
Enzymes déconjuguant les sels bilaires

Caeca  Fermentation des composés hon digérés (Mead, 1997)
Métabolisme bactérien de I'acide urique

—> Acides gras a chaine courte (AGCC) —> Absorption

3-4% voire 10-12% de I'apport énergétique
(Jozefiak et al., 2004)

—> NH3 ——> Absorption ——>  Aanon essentiels
(Vispo and Karasov, 1997)

Bactéries possedent des enzymes impliquées dans : Métagénomique (Qu et al
- la dégradation des polysaccharides 2008; Sergeant et al, 2014)
- la production dAGCC Métaprotéomique

- le métabolisme des protéines, acides aminés et N (Polansky et al, 2015)



Enzymes bactériennes dégradant les glucides | Aeproche

Familles de Glycoside Hydrolases (GH)

2000
1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000
500
0

Caeca de poulet (1 animal)
(d'apreés Sergeant et al, 2014)

A

4,6 %

moléculaire

Métagenomique

Nb total de séquences codantes : 595 178
Nb de genes contenant des domaines de GH : 9033 % de GH : 1,52%

40,4 %
\

GH5 GH7 GH9 GH44 GH45|GH8 GH10 GH11 GH26 GH28 GH53IGH51 GH54 GH62 GH67 GH78|GH1 GH2 GH3 GH29 GH35 GH38 GH39 GH42 GH43

Cellulase

Endohémicellulase

Rumen de bovin (2 animaux)
(d'apreés Hess et al, 2011)

| Enzymes déramifiantes |

Enzymes hydrolysant les oligosaccharides

Nb total de séquences codantes : 2 547 270
Nb de genes contenant des domaines de GH : 27 755 % de GH : 1,09%

— pl—

23,7%

[

\
[ ] III ||| IIII - Em EE B

GH5 GH7 GH9 GH44 GH451GH8 GH10 GH11 GH26 GH28 GH531GH51 GH54 GH62 GH67 GH7J GH1 GH2 GH3 GH29 GH35 GH38 GH39 GH42 GH43

Cellulase

Endohémicellulase

, Enzymes déramifiantes |

Enzymes hydrolysant les oligosaccharides
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[ Sur la santé digestive / santé ]

Effet barriére

PPOTeCTion ConTr'e Ies Intestinal lumen H.hepaticus o §
microorganismes pathogenes 4 %

\ . ° . " 0 ik [ N s 7 AL PRI 7 i UUULCRIUUCL s e
Systeme immunitaire ‘C’ ooleo ’9’:\0/ o!o\\g/ Qio o
Développement dy systéme immunitaire )| o7 5@{’ Q\ ) ©Y0 ‘

adaptatif (# inné) au niveau intestinal Joe M O )
(KGSP@I"S e.‘- Gl, 2015) /ﬂy\-\i\‘\MHCcassl o '(“".-"{”7‘ ITO
o . \ . . . \/ e ~ T 1cell >
Stimulation du systeme immunitaire 3 /& O’ /o
(Ismail and Hooper, 2005; Sharma et al., 2010) / 7 \\‘ cox © T.l«u
= Etat d'inflammation modérée permanente |
(Klasing et al., 1991) ‘6\) © ® &
M 5 Z N Mesenteric lymph node %// - =
Efficacité des vaccins ... ? A
(Vlasova, A. N. et al, 2019) et

Round et Mazmanian, 2009
Production de substances néfastes
Indole, scatole / Mercaptans d'éthyl et de méthyl

Toxines
Détoxification de certains composants o



[ Sur la physiologie extra-digestive ]

Métabolisme énergétique : Engraissement
(Backed et al., 2004; Cani et al., 2007) :

e
Métabolisme protéique :

+ 6-8% des syntheses protéiques (Muramatsu et al., 1987) .
Foie (métabolisme et détoxification des produits bactériens) : +25% 1§
Intestin (Organe avec un fort renouvellement) : + 45%

Augmentation des besoins énergétiques (Furuse and Okumura, 1994)

!

Modification du métabolisme lipidique (Zhao et al., 2013) ...L/_;\
Métabolisme osseux

(Ohlsson et Sjogren, 2015; Hernandez et al., 2016; Yan et Charles, 2017)

Fonction de reproduction
(Koren et al, 2012; Tremellen et Pearce, 2012; Garcia-Gémez et al, 2013)
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Systeme nerveux central (Lyte, 2010; Diamond et al., 2011)

Interactions Microbiote / Intestin / Cerveau

Anxiéte
Crumeyrolle-Arias et al (2014)

et

Autisme
Luna et al (2016)

: T s Smaom
e NS Y
e oY

o““jo“o é“/f ciunJowo}‘:)’o ° oi o olo oo Sér‘OTonine
Ay O'Mahony et al, 2014

Collins et al, 2012
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Effets du microbiote
Sur la physiologie digestive
Sur la digestion

Sur la santé digestive

Sur la physiologie extra-digestive

g.
— Conséquences sur les
performances de croissance

e

P
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http://idata.over-blog.com/0/34/92/22/bacterioblog-copie-1.jpg

[ Effets du microbiote digestif ]

Effets négatifs @

Compétition avec les enzymes de |'hote dans l'intestin gréle

Enzymes déconjuguant les sels bilaires
Stimulation du systéme immunitaire —> Colt métabolique

Production de substances toxiques

Effets positifs @

Effet barriere
Développement / Stimulation du systéme immunitaire

Hydrolyse de I'amidon dans le jabot
Fermentation caecale (Energie issue des composants non digestibles)

45



Vision simpliste du microbiote digestif

Bactéries néfastes E. coli
Clostridium
C. perfringens
Bactéries bénéfiques Lactobacilles
Bifidobactéries

= Réalité plus complexe Dépend des souches et de leur fonctions chez I'animal
E. coli Toutes les souches d' E. coli n'ont pas un effet néfaste ... souches de probiotiques ...

Clostridium Principalement non pathogénes, voire bénéfiques
Classification complexe ... Evolution permanente de la classification des bactéries

Exemple de quelques groupes importants de part leurs effets potentiels
Groupe I : beaucoup de pathogenes ... mais pas seulement (Ex : Candidatus Savagella (SFB)) ...
Groupe IV (reclassé dans les Ruminococcaceae) : Groupe C. leptum — Butyrate ...
Groupe XIV : Sous groupe XIVa Famille Lachnospiracae : Groupe C. Coccoides
Effets bénéfiques ou néfastes

C. perfringens Peut aussi etre détecté en grand nombre dans l'intestine d'animaux sains
(Ficken and Wages, 1997, Engberg et al., 2002, Pedersen et al., 2003)
Certaines souches pathogénes

Lactobacilles  Effet stimulateur de I'immunité Associées d des baisses de

Déconjugaison des sels biliaires A oy B Vs
Production d'acide lactique : effet néfaste ?




[ Effet du microbiote digestif ]

Healthy GI

microbiome

Microbiote
idéal

Efficacité digestive

CONCLUSION : MICROBIOTE OPTIMAL
MICROBIOTES OPTIMAUX ..

Dépend de l'objectif

. . . N i) o~
Conversion des composants non digestibles par I'hote % \ = <
ope " A { N\ ﬁ;':.';.-"—i;/- >J ¢
en composants utilisables par I'hote (\ RIIE 5

oA Moran (1982)
Performances de croissance

Meilleur rapport effets bénéfiques / effets néfastes {‘

Ex : Stimulation de I'immunité pour protéger I'hote
sans inflammation excessive

Ex : Métabolisme optimal ( )
= Wy



1. Microbiote digestif

1.4. Modes d'action du microbiote

48



- Mécanismes impliques Interactions
de |'effet du microbiote dlgeS'l'lf Microbiote / Intestin / Cerveau
sur la physiologie animale

Microbiote digestif

N\

Produits microbiens Voies
(Protéines, peptides, métabolites) Nerveuses
+ modifiés par I'animal (co-métabolites)  Humorales

Ringel and Maharshak (2013)

Immunitaires
| Microbiome H Host MéTGbOI |ques
QC._:-C;’ Quorum Twplﬂl:il::g%%lsbalites Epithalum (MOIOney 61' Ol, 2014)

sesg

Co.r\\.? ‘ ® Polyamines ‘ ‘ EffeTs
~, ‘\‘\» N S sys‘remlques
e O T Physiologie

Hydrogen %

Peroxide _» 1 L] ) v Vitamins ‘)) &
( ‘:. SCFA Mesenchyme n . I
:;éc = #%§® LCFA - — G ImCl 6
>
Pathogens / J > D omvs Enteric Neurons L, .
& Physiologie Ac’nvnjfes enzymatiques
f\-{g:—-ﬁ:‘ . . f‘éj ; f
75K dlgesTlve Tr‘anSIT %“ Nl fo /L\:;}>HN/})

Ruan et al 2020

NJP R
}\\,_JQ)/ L’/
Q\) Moran (1982)

Digestion 49



Effet de produits bactériens (AGCC*) sur |'animal Mécanismes
* Acides gras a chaine courte d'action

Récepteurs membranaires d'AG sur I'épithélium intestinal ...
.. cellules immunitaires, tissus adipeux, cellules pancréatiques, foie, muscle

Récepteurs d'acides gras libres (FFAR) ou GPR

AGCC : FFAR2 / FFAR3 ¥ FFAR2 like Mielenz 2017

“ 7t AGCM, AGCL : FFARI ke .
e /,};ka/ AGCM : GPR84 J FFAR3 like :
) el Spécifique - FFAR4 AG dans les contenus digestifs

Récepteur couplé a une protéine G (GPCR)

Au niveau de |'ADN :
Inhibition d' histone-désacétylases (HDAC)

—> Régulation de |'expression des genes

Brestoff et Artis (2013) ;
Vinolo et al, 2011; Layden et al, 2013; Park et al, 2014; Chang et al, 2014 A



[ Microbiote digestif ]

Considéré comme un ORGANE du TD (Lyte, 2010) ’;‘\ R

@t @4
Unllice dles mtrneme: Fredt des méebeliies Lf N

Capacité métabolique équivalente au foie
Endocrinologie

Reconnait et synthétise des hormones neuroendocrines ~ . .
microbienne

Interagit avec le systéme nerveux du TD

Produit de la biomasse cellulaire comme I'épithélium digestif

INTERACTIONS microbiote digestif / hote

Le microbiote digestif et I'hote co-évoluent apres leur premier contact

Relation de type mutualiste (a I'équilibre)

Le microbiote + les cellules de I'hote :
Super-organisme -> Supra-organisme
(Lederberg, 2000: Glendinning et Free, 2014)

m==) Holobionte




Microbiote digestif :
Etat actuel des connaissances
et perspectives
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Microbiote digestif : Composition et FONCTIONS

Composition
précise

7

Ensemble
des génes bactériens

|

|

Qui sont-ils ?

Que font-ils ?

Potentiellement

Ensemble

des produits bactériens

Protéines, peptides, métabolites)

] Réellement

O

/

Phénotype
animal

A
-
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http://idata.over-blog.com/0/34/92/22/bacterioblog-copie-1.jpg

Etude des fonctions du microbiote

| ih% i Fonctions potentielles : I'ensemble des genes bactériens
8 /\ »% 4! -
<l /gé\ -8~ - C ‘) Metagenomics of the
AN c«.nw..,;. GonomicONA GrnomlkONAthawred  OWA frogments sed \\ Human IHTCSTIHGI Tr‘ClCT
‘ Hum;r;ogoenome . 1 Q Meta _ I
Human microbiome ¥ NS o N :Eif I\IQA
| R ¥y <— J“ @ < @ _ JO . HI\T == SenceaveacT
G : Moore et al, 2011
http://mpkb.org/home/pathogenesis/microbiota NOYGU fonCTlonnel

(Qin et al, 2010)

§ Prédiction de fonctions a partir de 'ADNr 16S
(Waite et Taylor, 2014; Reed et al, 2015)

Métagénomique

LA Lu et al, 2007; Qu et al, 2008; Danzeisen et al, 2011; A AR Protéine

Sergeant et al, 2014; Mancabelli et al, 2016; Gao et al, 2017; :
Catalogue =——-|IN?A MetaChick (2015-2017)  Huang et al (2018) % ta—‘*nscnp"on S t—>raducmt -
Fonctions réelles :
Métaprotéomique
5 Ensemble des protéines bactériennes

Tang et al, 2014; Polansky et al, 2015; Tilocca et al, 2016

Méta
bolomique

i ;
. aama

Et I'étape finale :
Ensemble des métabolites digestifs ’
Bailey, 2010; Gabriel et al, 2015; Beauclercq et al, 2018 o




2. Facteurs alimentaires
pouvant moduler
le microbiote digestif

55



2. Facteurs alimentaires pouvant moduler
le micr'obiote digestif

2.1. Ma‘rler'es pr'emner'es

2.2. Structure de l'aliment
Traitements technologiques

2.3. Anticoccidiens

2.4. Additifs alimentaires

CHz—CH,—CH, —C
OH
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Aliment

===) Composants indigestibles

| cavire LA
===) Substrats pour la croissance du microbiote

i

Utilisation des substrats variable selon les différentes bactéries

L'aliment a un fort impact potentiel
sur la composition du microbiote digestif
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[ 2.1. Matieres premieres ]

Céréales (Glucides)

Sources / niveau de protéines
Lipides
Minéraux

58



Polysaccharides non amylacés solubles dans I'eau

Seigle / Mdis @ . SERY
1 Comptage des bactéries anaérobies  Wagner et Thomas (1978) % 7
BI€, orge / Mais
1 Comptage de bactéries Mathlouthi et al (2002)
BI€, orge, seigle / Mais
— Clostridium perfringens Annett et al (2002), Jia

Orge, avoine, blé / Régime commercial

Changement du microbiote dominant (Seq 16S) Ludvigsen et al (2016)
Rq : L'environnement modifie le microbiote non-dominant

Régimes riches en fibres

Dréches, son de blé / Mdis, soja
Changement du microbiote (Seq 16S) Walugembe et al (2015)

59



Fibres et microbiote oo os UrC ) AEBEES LI

d’apres Langhout et al. (1999) comptage
i J21 - 6 pools de 4 anx

9
8 -
PNA modeéles (isolés) : :
5 -
PNAh : polysaccharides 4
non amylacés hydrosolubles ; ]
1 -
PFM : Pectine de citron faiblement méthylée |
PHM : Pectine de citron hautement méthylée
,@\Q’% ,@}Q’% K & (_)‘o (,e R
& & &y & & <
O o ¢ * 2 & N
O RS ~o'2>(’ O &° & O’
NS Q,be R & (é{\, & O
AP

B Contrdle (Mais + 6,5% cellulose) ® Controle + 3% PFM M Contrdle + 3% PHM

Caeca (Log UFC/ g)
d’aprés Mathlouthi et al. (2002)

12 - 125=12 anx MP riches en PNAh
10 - ° . | Blé/Orge vs Mais
8 .
b d
6 - )
Fibres solubles =»
4 H . . .
) Augmentation du microbiote
0 .
Anaérobies totales E. coli Lactobacillus spp

60
W Mais (60%) Blé (40%)/Orge (20%)



Ve
Approche par

Fibres et microbiote Comptage

Incorporation de PNA modeles (3%) dans des régimes
J10 — 4 anx (d’aprés Shakouri et al, 2006)

Duodénum (Log UFC / g) Jéjunum (Log UFC/ g)
9 1 10 - a
g | b ab
7 4 7] C
a

6 .
5 4 | a a
4 T -
37 - b
2 _ . .
. I I Fibres solubles/insolubles .
0 - =» Modulation du microbiote _ —

Anaérobies totales  Entérobactéries Tout au |Ong duTD pacteries Bactéries lactiques

lléon (Log UFC/ g) Caecacog UFC/ g)
10 - 12 -
a

i a5 a
8 7 a a 2 & . a a
6 b b 8 - b a

b
4 - c i 2
4 -

o 2
0 A o J

Anaérobies totales Entérobactéries Bactéries lactiques Anaérobies totales Entérobactéries Bactéries lactiques

W Controle [ Pectine EMCMC ® Cellulose W Contréle M Pectine ®CMC m Cellulose

61
CMC : Carboxyméthyl cellulose



Fibres et microbiote

Approche
moléculaire

Puce (370 sondes)

Effet d’un régime « Blé » par rapport a un régime « mais » sur le microbiote iléal
J34 — 16 anx (van der Hoeven-Hangoor et al., 2013)

Régime « mais » : mais (65%)

Régime « blé » : blé (41,5-45,8%), seigle (6,5%), colza (6,5%)

-

T T T — T T " — —" —" —" - S—" —" —

Groupes bactériens présentant des différences significatives

- - —————~

T ——————— — ——— — -

Staphyfococcus sureus
Enterobacteriaceae; Brennenia sp.
Staphyfococcus sp

Fibres =» Enrichissement de 3 groupes
bactériens avec le régime « Blé »
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Ve
Approche }

Fibres et microbiote | moléculaire

Séquencage 16S

Faible en fibres (mais-tourteaux de soja) vs haut en fibres (son

de blé et dréches; 6-8%) : microbiote caecal J21 - 1 pool de 11 poulets
(Walugembe et al. 2015)

Ordres
bactériens

Campylobacterales

Enterobacteriales

Selenomonadales

Low Fiber High Fiber

Fibres=2» Modifications de la présence de certains

ordres bactériens par rapport au régime controle
63



Fibres et microbiote

Faible en fibres (mais-TS) vs haut en fibres (son de blé

et dréches; 6-8%) : Microbiote caecal J21 - 1 pool de 11 anx
(Walugembe et al. 2015)

s, Parabacteroldes‘Johnsonl
Helicobacter_pullorum

"o
||
@
y
=1
b5
=
5
Q.
3
il
@
20
a

|| s_Pseudoflavonifractor_capillosus
s__Lactobacillus_crispatus
s__Lactobacillus, sahvar\us

ale

s __Methanobrevibacter unclasslfed
Odoribacter_splanchnicus

s Desulfovibrio_desulfuricans
s Bifidobacterium_unclassified
Bacteroides_coprocola

s Clostridium_cf

s Ruminococcus_torques
Faecalibacterium_unclassified
s Alistipes_unclassified

s Subdohgranulum variabile
s_Alistipes_shahii
s__Anaerotruncus_colihominis

| s__Bacteroides_unclassified

«

|||\||||||
=
°
]
]
3
°
S
2
@
!
2
o
o
3

q,Q

Q?? Q?'Q Q@Q Q?Q q&Q & Q*"Q

‘oo* (70* Qoe ,’};\ 60* & &u

SC &7 ~<v X7 & (v o

o' [ 5 0 o

é(’ < \»@ Q\\Qm(', z(, ‘b& \»0;
Ny 0

& ?’* \o\ ‘b@\ %\0 & o fo*

25 espéces bactériennes les plus
abondantes

Fibres =» Modification du microbiote

Approche
moléculaire

Séquencage 16S

Genres/ Espéces bactériennes

Lignée croissance

Lignée pondeuse

Helicobacter pullorum

Megamonas
hypermegale

Faecalibacterium
Bacteroides
Campylobacter coli
Campylobacter jejuni

Escherichia coli

Low
Fiber

53
2,3

11,3
17,5
NA
0,1
1,9

High Low High
Fiber Fiber Fiber

12,2 11,2

12,7

53
7,1
0,5 NA NA
0,7 NA NA
12,4 1,2 1,9

Difféerence d’effet des fibres selon la génétique
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%.
Sources et niveau de protéines (1)

'\ Y ‘ ( )
—.

i
M

Farine de poisson (Protéines™ : 33%) / Régime contrale (Pro‘réin'es*‘: 21.5%)

Changement du microbiote (Seq 16S) Wu et al (2014), Stanley et al (2014)

Farine de poisson / Soja (Protéines™ : 40%)
— C. perfringens Drew et al (2004)

Farine de poisson / Soja (Protéines™ : 23%)
— C. perfringens Drew et al (2004)

Teneur en protéines de I'aliment : 40% vs 23% (Farine de poisson ou Soja)

— C. perfringens Drew et al (2004)

* Teneur en protéines de l'aliment -



Sources et niveau de protéines (2)

Colza / Soja

Modification des AGCC et des amines biogenes
Qaisrani et al (2014) %

Tournesol / Soja

| AGCC dans les caeca (Dinde)

Rq: Soja

Fortes concentrations d'oligosaccharides de la famille du raffinose
— Pourrait stimuler les fermentations bactériennes Zdunczyk et al (2015)
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Sources et niveau de protéines (3)

Farine de graines de lupin

Changement de composition bactérienne (Comp’rage) Rubio et al (1998)

Farine de graines de pois
Pois (15%) / Controle (soja)
Modification du microbiote (Empreinte moléculaire; T-RFLP)

T Quantité d'AGCC Czerwinski et al (2010) ?‘x* %
Teneur en pois (15 a 30%) ¢ ﬁ‘

| Butyrate dans les caeca Konieczka et al (2014) 1“(?&%5 ;}nﬁ

Farine fermentée de graines de coton / Soja
Modification de composition bactérienne (Comptages) Sun et al (2013)
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Lipides

Source de lipides : Animale / Végétale

Suif de boeuf / Huile de soja
Modification du microbiote (Comptages) Danicke et al, 1999

Saindoux et suif / Huile de soja

— 1 C. perfringens Knarreborg et al (2002)

Saindoux / Huile de soja

1 Acides organiques totaux Jozefiak et al (2014)

Acides gras a chaine moyenne / Huile de soja, graisse animale
Changement du microbiote (Micropuce) Van der Hoeven-Hangoor et al (2013)

Acides gras o-3 (acide alpha-linolénique) (Huile de graine de lin)
Changement du microbiote (Seq 16S) Lee et al (2016)
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Minéraux
9
O—I?—OH
C32+ O-

Teneur en Ca et P digestible

Changement de la composition bactérienne (Comptages)
Modification des fermentations (AGCC)

Ptak et al (2015)
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Approche

Mi néraux [ moléculaire

BD — (P issu des MP = 0,45% P) ;

BD + (supplémentation phosphate = 0,54 % P) ;

MPO ; MP 500 ; MP 12 500 (0 - 500 - 12 500 U phytase/kg)
Microbiote caecal —J25 - 2 pools de 4 anx (Tilocca et al., 2016)

Carbohydrate transport and metabolism
Translation, ribosomal structure and biogenesis

Métaprotéomique

post-translatio. Niveau de P = Affecte le

- Inorganic ion profil fonctionnel de la
Cellwall/mem  communauté bactérienne

Lipid transport ST

Transcription

Coenzyme transport and metabolism

Nucleotide transport and metabolism 35
Replication, recombination and repair 25
i . 15
Signal transduction mechanisms S
BD - MPO MP500 MP12500 0

Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport

|
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[ 2.2. Structure de l'aliment : Taille des par‘ricules]

Graines entieres de blé / Blé broyé

| Salmonella typhimurium Bjerrum et al (2005) §

| C. perfringens Engberg et al (2004)

Changement de la composition bactérienne (Comptages)
Gabriel et al (2003), Engberg et al (2004), Bjerrum et al (2005), Gabriel et al (2008)

Broyage grossier / Broyage fin

Changement de la composition bactérienne (Comptages) Singh et al (2014)

Changement de fermentation (| Acides gras a chaine branchée)
Qaisrani et al (2014)
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[2.2. Traitements technologiques ]

Traitements thermiques

Changement de la composition bactérienne (Comptages)
Modification des fermentations (AGCC) Boroojeni et al (2014)

Granulation

Changement de la composition bactérienne (Comptages) &
Modification des fermentations (1 AGCC) Y

Engberg et al (2002)

1S. typhimurium Huang et al (2006)
Modification des fermentations (1 AGCC)

Extrusion

Modification des fermentations (AGCC) Konieczka et al (2014)
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[ Modulation du microbiote par I'aliment ]

Matieres premieres

Céréales (glucides)

Sources / niveau de protéines
Lipides

Minéraux

Structure de l'aliment : Taille des particules

Graines entieres / Graines broyées
Broyage grossier / fin

Traitements technologiques

Traitements thermiques

Granulation
Extrusion

73



[ 2.3. Anticoccidiens ]

Anticoccidiens ionophores

Narasine

| C. perfringens dans les caeca Ludvigsen J et al (2016)
Monensine
Modification du microbiote iléal (Empreinte moléculaire) Lu et al (2006)

Modification du microbiote caecal (Seq 16S) Danzeisen et al (2011)
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[ 2.4. Additifs alimentaires ]

Nombreux additifs étudiés* chez les volailles
* Faisant l'objet de publications référencées dans les bases de données Web of Science et/ou PubMed

Acides organiques

zlucides (PrebioTiques, ‘Fibres', MOS)

T symbiotiques

nzymes . Digestives (Polysaccharidase, Phytase, protéases)
Plantes et extraits de plantes

Acides aminés
Vitamines

Argile
Charbon
Minéraux, oligoéléments

Bactériocine
Bactériophage et enzymes dérivées (Endolysine, ...)
Peptides antimicrobiens

Seal et al, 2013; Cheng et al, 2014



|

Acides ] Hypothéses des modes d'action sur les bactéries — ~mmmmr "% e |
Organiques Acides Gras a Chaine Courte (AGCC; ¢ C5) A
GRAM-NEGATIVE GRAM-POSITIVE 8 _—

a7 CHs—CH,—CH,—C Lo
i Outer N on &

membeane OH Apebdoming B prdgomine

Condition acide (pH < pKa) : Forme non dissociée
pKa entre 3,7 et 49 R-COOH

Contact bactérie - acide prolongé
—> Traverse les bicouches lipidiques

Paptidogiycan 7 Flu:-,nllum

- Cytoplasm
N

‘..# ﬁlx‘ﬁovv-—-;“_;.

— = — . J
Cellwall Cell Cell Cell wall
membrane membrane

Dans la cellule bactérienne : pH + alcalin ~ —>  Dissociation : R-COO- + H+
—> Acidification du cytoplasme
—
R-COO- —> Accumulation dans la cellule

—> Perturbation de la physiologie et du métabolisme des bactéries

—>  Inhibition de la croissance / Mort cellulaire

Rq : Adaptation bactérienne : N pH — N\ R-COO-

Van Immerseel et al, 2006; Huyghebaert et al, 2011; Berge et Wierup; 2012; Broom, 2015 76



Hypothéses des mode d'action sur les bactéries e~
OH
Acides Gras a Chaine Moyenne (AGCM, C6-C12)

Cible principale : membrane cellulaire

Structure amphiphile —> Détergent

—> Perturbation de la chdine de transport d'électrons
et des phosphorylation oxydatives (ATP)

—> Interférence avec la production
d'énergie dans la cellule

http://lesdefinitions.fr/membrane-cellulaire

Autres modes d'action

Augmentation de la fluidité et perméabilité membranaire
Inhibition d'activités enzymatiques

Détérioration de l'absorption de nutriments

Génération de produits toxiques (peroxydation et auto-oxydation)

—> Inhibition de la croissance / Lyse des cellules bactériennes

Desbois et Smith, 2010; Desbois, 2012; Rodriguez-Moya et Gonzalez/ 2015


http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Decanoic_acid.png

L'effet des acides gras dépend de
b /\/\/\/\/\)J\DH

G
™ G\(\ Q

Acide gras s
o \ 0
p Ka HO

Longueur de chaine
Présence, nombre, position et orientation des doubles liaisons

Concentration

Animal Etat physiologique AN AV
Aalll™
e : - W)Y
Milieu digestif 20
o \@) Moran (1982)

pH (pouvoir fampon des aliments)
Temps de transit (temps d'exposition)

Bactéries

Sensibilité
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http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Lauric_acid.png
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Fumaric_acid.svg

Amelioration de l'efficacité des acides
Propriétés antimicrobiennes

Forme de présentation
Protection par imprégnation ou encapsulation
—> Intestin gréle / Caeca

Synergie Plusieurs AGCC et/ou AGCM
-—> + Faibles concentrations

organiques

Van Immerseel et al, 2003, 2004; Berge et Wierup; 2012 ; Kim et Rhee, 2013 79


http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Caproic_acid_acsv.svg

[ 2.4. Additifs alimentaires ]

Les différents additifs étudiés* chez les volailles
* Faisant l'objet de publications référencées dans les bases de données Web of Science, PubMed

Acides organiques

ides (Prébiotiques, 'Fibres’, MOS)
e’r symbiotiques
nzymes : Digestives (Polysaccharidase, Phytase, protéases)
Plantes et extraits de plantes

Acides aminés
Vitamines

Argile
Charbon
Minéraux, oligoéléments

Bactériocine
Bactériophage et enzymes dérivées (Endolysine, ...)
Peptides antimicrobiens

Seal et al, 2013; Cheng et al, 2014



[ Probiotiques ] Produits d'exclusion compéftitive

T Pharma(co)biotique ‘*/ '/ /
\ %/ (Shanahan et al, 2009; Caselli et al, 2013)
ol 6[
r!

Concept initial de  Metchnikoff (1907) : Homme ».
Nurmi et Rantala (1974) : Poule‘r

Définition de Fuller (1989) : Homme et animaux
Définition de I'OMS et de la FAO (2001) / Recommandations (2002)

Micro-organismes vivants qui, lorsqu'ils sont ingérés
en quantité suffisante,
exercent des effets positifs sur la santé de I'hote

Minimum de 30 x 10° UFC
(Khan et Naz, 2013)

v
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ol 4 2 L4 // "( W,
Propriétes géenérales /& /

O 5

Avoir un / des effet(s) bénéfique(s) sur I'hote ¥y . [f}

Non pathogéne (6RAS : Generally Recognized as Safe ) 3 Q |
Pas d'effets secondaires néfastes; Pas de résistances aux antibiotiques

Capable de survivre au traitement et au stockage

Capable de survivre dans I'appareil digestif :

Résistant aux acides, a la bile, et aux secrétions pancréatiques
Capacité d'adhésion au tractus digestif ou autre mécanisme

&
1)
Utilisation chez les volailles
Résistance
Dans l'aliment é" OVOS s o ccine aux traitement
Eau de boisson pray sur les celrs, pou ‘rher'mques
Cloaque (granulation)

Présentation Libre .. encapsulée

D'apres Khan et al (2013) et Khan et Naz (2013); Martin et al, 2013; Caselli et al,"2013



Microorganismes fréquemment utilisés

Bactéries | qactobacillus

Bifidobacterium
Bacteroides . = |
Enferococcus Especes productrices de lactate
Lactococcus
l';e(ujgonosfosc: Mélange de types bactériens
ediococcu
Propionibacterium
Streptococcus o -0
/- \f“\/ Wy, °
/s . h“‘:‘.l‘.‘.' S _!
Bactéries formant des spores %’_TJ\___._,@,\._“ Y
. . i g s= 0
Bacillus : B. subtilis, B. cereus 0 D, |

Marars Pevens | Mo somsegy

Levur'es SGCCharomYCCS http://www.devbio.biology.gatech.edu/

Aspergillus oryzae

http://news.ifr.ac.uk/2014/

03/mysteries-of-the-yeast/ ) )
Ohh, 2011; Lillehoj et Lee, 2012; Khan et Naz,&2013



Mécanismes d'action potentielle des probiotiques

/

o

| Mécanismes largement répandus l )

Amélioration du microbiote
Effet barriére

Compétition pour les nutriments /récepteurs
Création d'un environnement physiologique restrictif

Exclusion compétitive de pathogénes Production d'AGCC
Péroxyde d'hydrogéne
Diminution du pH/ Potentiel redox
Modification de la structure et fonctionnalité digestive /
4 Mécanismes fréquents )
Fonction des espéces
Synthése de vitamines Métabolisme des sels biliaires
Antagonisme direct Activités enzymatiques
\_ Renforcement de la barriére intestinale )

-

o

Mécanismes rares
Fonction des souches

J )

Production de composants bioactifs
Ex: bactériocine

Effets immunologiques
Effets endocrinologiques
Effets neurologiques /

AGCC : Acides gras a chaine courte

D'apres Hill et al, 2014



[ 2.4. Additifs alimentaires ]

Les différents additifs étudiés* chez les volailles
* Faisant l'objet de publications référencées dans les bases de données Web of Science, PubMed

Acides organiques
Glucides (Prébiotiques, 'Fibres’, MOS)
Probiotiques et symbiotiques

Enzymes : Digestives (Polysaccharidase, Phytase, protéases)
Plantes et extraits de plantes

Acides aminés
Vitamines

Argile
Charbon
Minéraux, oligoéléments

Bactériocine
Bactériophage et enzymes dérivées (Endolysine, ...)
Peptides antimicrobiens

Seal et al, 2013; Cheng et al, 2014



[ Plantes et extraits de plantes ]

Nombreux travaux

Base de données en élevage

Institute for Ethnobotany and Zoopharmacognosy (IEZ) (Pays Bas) Aout 2005
http://www.ethnobotany.nl/nieuwe_pagina_1.htm

Bases de données en santé Humaine

e eBASIS : BioActive Substances in Food Information System (Européen)
@2 http://ebasis eurofir.org/Default.asp
| t?;é" Phenol Explorer (INRA; International)

VA N L 1/ http://www.phenol-explorer.eu/

Howe, D., M. Costanzo, et al. (2008). "Big data:
The future of biocuration." Nature 455(7209): 47-50 86


http://www.ethnobotany.nl/nieuwe_pagina_1.htm
http://ebasis.eurofir.org/Default.asp
http://www.phenol-explorer.eu/

Composi'l'ion Chimique Tres forte variabilité

Inhérente a la plante

STRUCTURE D'UNE PLANTE

Génétique
Technique agronomique

Alambic

Vase florentin

444444

nnnnnnnn

(8)
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Composition chimique

Complexité des produits a base de plantes

\ 3 . / / \
Tres grande diversité de molécules S
6 catégories Glucides N \
. . .. ~ 1 H
(Scalbert et al 2011) - Acides organiques et lipides ™ RN
Composés azotés o TN
Alcaloides N R - o
Phénols NN ~ ‘. H,C
/.. =
Terpénoides CHy | L. \CH N

Complexité des huiles essentielles

7 catégories  Monoterpénes (C10) (+900)

(Malecky 2008)  Sesquiterpénes (C15) (+3 000) - N
Diterpénes (C20) (+2 700) OH 3
Sesterpenes (€25) (+150) S
Triterpénes (C30) (+1 700) OH
Tétraterpenes (C40)
Polyterpenes (+8 molécules d'isoprene) Ho HaC” “CHy

Y

N
ey

H
mm) Tres grande variabilité de composition chimique NZ’/\/\f’“\vJes



Devenir potentiel dans le corps

Phytomolécule

Jabot

| )
~ D
Proventricule 5 Foie
— 6 —% —96 / Reins
Gésier — Bile
‘ Ceeur |/ Coeur
- / Ventricule Ventricule
droit Poumons gauche
Intestin Sacs aériens TD,I SIéN
gréle muscle,
Organes
— Tissus

Contenu digestif

de l'intestin gréle Caeca

Fraction
liquide <

Contenu

Excréta Broudiscou et al, 2007; Qiao et al, 2008; Michels et al, 2008, 2609



Hypothése des modes d'action des plantes
et extraits de plantes sur les microorganismes

Exemple des huiles essentielles sur les bactéries  In vitro

Effets négatifs sur la croissance des bactéries du TD
(Dorman et Deans, 2000; Ouwehand et al, 2010)

GRAM-NEGATIVE GRAM-POSITIVE

Plus particuliérement
sur les bactéries Sas— 3 Gram +
a Gram + ; ' e -
| , Certaines ™ P Certaines
Fonction des molécules sensibles (o1 insensibles

e i )
Cellwall Cell Cell Cell wall
membrane membranse

Mécanismes d'actions moléculaires trés variables
(Membranes, intra-cellulaire, quorum sensing, production de toxines ...)

Augmentation de la sensibilité par I'ajout de substances affectant
la membrane externe (Griffin et al, 2001)

Stimulation de la croissance de certaines bactéries
(Ouwehand et al, 2010)

Rq : Création de résistance chez les bactéries

Molécule seule ...  Mélanges complexes e
Gabriel et al, 2013



Propriétés des HE dépendent de

Carvacrol

Composants principaux

Pas de relation simple entre =
structure et fonction
Différences d'activité entre »
1,8-cinéole

isomeres / stéréo-isomeres

f R
Phénomenes de synergie / antagonisme H

l,8-caneole

Composants mineurs (Wang et al, 2008)

Modulation de I'activité des composants principaux
(Bakkali et al, 2008)

Composés non déterminés

—> HE completes plus efficaces que
la somme de leurs composants majoritaires
(Gill et al, 2002 ; Mourey et Canillac, 2002)

Thymol

OH

a-pinéne

ccccccccc

TTTTTT

linalol



Dépendent de plusieurs facteurs
Matrice complexe des contenus digestifs (riche en MO)

—> Concentration inhibitrice + élevée que in vitro

T )
Ex: Carvacrol dans une matrice alimentaire (Kim et al, 1995) http//www.gepea.r
1.5% au lieu de 0.1% in vitro

Absorption Dans l'aliment Encapsulé
Taux de rétention du carvacrol SRR RN
(5 ou 29 mg / g d'aliment ou sous 0 \\ 50 \\
i | 0 —1h ig \ ——1h
forme de microparticules) : \ R —
(Zhang et al, 2014) 0\ | |2 ~ V" \ an
o N 0 ‘ e

Temps de transit Intestin gréle : environ 1h - 1h15
Caeca : long (Vidange 1 & 2 fois/j) Reflux uringire 4

Modifications + importantes dans les caeca par rapport a l'intestin gréle
(Tiihonen et al, 2010; Guardia et al, 2011)

Action dépendante de la composition des microbiotes (Intestin gréle # caeca),


http://idata.over-blog.com/0/34/92/22/bacterioblog-copie-1.jpg

Huiles
essentielles

!

Microbiote

Physiologie animale
dont physiologie digestive
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http://idata.over-blog.com/0/34/92/22/bacterioblog-copie-1.jpg

Effets des additifs rapportés dans la littérature

Seuls ou en combinaison (synergie)

Résultats
Performances de croissance Réponses variables
3 gngéré Effets bénéfiques
roissance |
Indice de consommation Absence d effet
y , Effets néfastes
A Mortalité

Santé digestive (dont microbiote) EffeTs sur le mi'cr'o.bio’re
Pas d'effet sur I'animal

Immunité
Qualité des produits
Biais de publication
Selon les conditions A Résultats positifs

Produit Composition / Dose / Mode d'administration
Animal Génétique, sexe / Age / Etat physiologique Z
Environnement d'élevage o
Alimentation NTiv



En résumeé ..

Microbiote digestif :
un équilibre complexe

4

Génétique

Poussin b 2 5 Phénotype
Alimentation / Eau m— AV — ' cmima);p
Environnement = Tre 7 Produits
d'élevage -

95



