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Résumé

La caudophagie chez le porc est un comportement qui se définit comme étant le mordillage
de la queue entre congénéres. Ce désordre comportemental représente un énorme défi dans
la production porcine, car il engendre des pertes économiques considérables et affecte
lourdement le bien-étre animal. Il y a actuellement certaines solutions qui sont mises en
place pour atténuer le phénomeéne, comme par exemple I’enrichissement du milieu ou la
caudectomie, mais ces solutions ne sont pas optimales ou présentent des enjeux importants
quant au bien-étre animal. L’alimentation a aussi un impact sur la caudophagie et elle
pourrait étre liée au microbiote intestinal. Chez I’humain, le microbiote intestinal pourrait
étre un modulateur du comportement a travers une action qui passe par l'axe microbiote
intestinal-cerveau. Le but de cette étude était d’évaluer le lien entre la caudophagie et le
microbiote intestinal chez le porc. Le microbiote intestinal de porcs mordeurs et de porcs
mordus a été comparé a celui de porcs-contréle négatifs (ni mordeurs, ni mordus). Les
différents groupes de porcs (n= 36 au total) ont été sélectionnés au début de I’engraissement
par I’analyse d’un comportement cible centré sur le mordillage de la queue (groupe
mordeur) et une grille de notation de dommages pour la queue (groupe mordu). Des
¢chantillons composites de mati¢res fécales ont été prélevés au début et a la fin d’un
¢pisode de caudophagie dans un ¢levage commercial adapté pour y effectuer des
recherches terrains. L’hormone de stress (cortisol) a aussi été dosée en utilisant un test

ELISA réalisé a partir d’échantillons sanguins.

En utilisant le séquencage du segment V4 des geénes codant pour I'ARNr 168, 1’étude de la
structure et de la composition du microbiote intestinal des différents groupes a été effectuée
(NMDS, LEfse). Une technique de PCR quantitative (qQPCR) a été également utilisée pour
quantifier les lactobacilles dans les différents groupes. Pour la diversité béta, la structure
du microbiote intestinal des porcs mordeurs et des porcs mordus était différente de celle
des porcs-controle négatifs quant a I’abondance relative des unités taxonomiques
opérationnelles. En ce qui concerne la composition, entre autres, les Lactobacillus ont été
significativement plus associées aux porcs-controle négatifs. Les résultats par qPCR ont
montré des quantités supérieures de lactobacilles chez ce méme groupe. Cependant, pour

la diversité alpha, aucune différence significative n’a été¢ remarquée entre les différents



groupes. Le taux de cortisol était significativement plus élevé chez les porcs mordeurs et
les porcs mordus versus les porcs-contréle négatifs (p=0,02, p=0,0076 respectivement).
Cette étude démontre pour la premiere fois que la caudophagie est associée a la structure

et la composition du microbiote intestinal chez le porc.

Mots-clés : Porcs, microbiote intestinal, trouble du comportement, caudophagie.



Abstract

Tail biting is a behavior problem seen in pigs defined by the act of nibbling of the tail of a
penmate. This behavioral disorder represents an important challenge in porcine production
because it generates substantial economic losses and affects animal welfare. Some
solutions are already in place to minimize this phenomenon, such as enriching the
environment or tail docking, but they are either not optimal or present issues for animal
welfare. Diet has been shown to have an effect on tail biting and this could be because of
changes in the intestinal microbiota. In humans, intestinal microbiota has been shown to
modulate behavior. This action would be a part of the so-called brain-intestinal microbiota
axis. This study aimed to evaluate the association between tail-biting and intestinal
microbiota in pigs. The intestinal microbiota of biter and bitten pigs was compared to a
negative control group (non-biter and non-bitten). The different groups of pigs (n=36 in
total) were selected at the beginning of the growing/finishing phase by the analysis of a
targeted behavior analysis centered on tail-biting (biter group) and a notation grid of
damages caused to the tail (bitten group). Composite sample of fecal matter were sampled
at the beginning and at the end of a tail-biting episode. Serum cortisol was measured by an

ELISA assay.

The V4 segment of the 16S rRNA gene was sequenced in order to study the structure and
composition of the IM and quantitative PCR (qPCR) method was used to quantify
lactobacilli in the different groups. The beta diversity analysis revealed a significant
difference between the intestinal microbiota structure of biter and bitten pigs in comparison
to the negative control group in terms of relative abundance of operational taxonomic unit.
For the composition, Lactobacillus, compared to other groups, were significantly more
associated with the negative control group (p=0.001). Results of qPCR showed higher
levels of lactobacilli in this same group. However, no significant differences were found in
alfa diversity analysis. Cortisol levels were significantly higher in biter and bitten pigs in
comparison to the negative control group (p=0.02, p=0.0076 respectively). This study

demonstrates that tail-biting is associated to the IM structure and composition in pigs.

Key words: Pigs, intestinal microbiota, behavioral disorder, tail-biting.
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CHAPITRE 1. Introduction



L’¢levage de porcs charcutiers, particulicrement les élevages intensifs de nature
industrielle, peut étre affectés par différents problemes de santé ou comportementaux.
Parmi ces derniers, se trouvent la caudophagie (CP) chez le porc qui se traduit par le
mordillage de la queue entre congénéres. En effet, un ou plusieurs porcs peuvent étre
séverement mordus (Valros et Heinonen, 2015). Ce phénomeéne, assimilé a du
cannibalisme (Taylor et al., 2010), est considéré comme un trouble de comportement grave
(Temple et al., 2014). D’ailleurs, 30 % a 70 % des fermes présenteraient des problémes
épisodiques de CP (EFSA, 2007).

Par ailleurs, la CP représente un énorme défi pour la production porcine, car elle engendre
des pertes économiques considérables (Zonderland et al., 2011). A titre d’exemple, la
condamnation a 1’abattoir des carcasses affectées entraine des pertes d’environ 1,27$ par
porc produit en République d'Irlande (Harley et al., 2014). En outre, la CP affecte
lourdement le bien-étre de I’animal du fait des infections et des inflammations induites
(Schroder-Pedersen et Simonsen, 2001; Sihvo et al., 2012; Di Giminiani et al., 2017). De
meéme, les risques de propagation des pathogénes ou de contamination croisée de la viande
a I’abattoir ne sont pas négligeables affectant I’innocuité de ce produit alimentaire (Valros

et al.,2004).

Les facteurs de risque les plus importants associés a la CP sont liés a un environnement
stressant, a I’alimentation, aux problémes de santé de I’animal et enfin aux caractéristiques
individuelles, de genre et a la génétique de ce dernier (Moinard et al., 2003; EFSA, 2007;
D’Eath ef al., 2014; Nannoni et al., 2014). Toutefois, il n’y a pas assez d’informations sur
les liens possibles entre ces différents facteurs de risque, ce qui rend difficile de cibler ce

qui déclenche réelement ce phénoméne (Brunberg ef al., 2016).

Des mesures de prévention provisoires ont été prises en attendant d’élucider de fagon
précise, ’origine de ce phénomeéne, comme la caudectomie et I’enrichissement de
I’environnement (EFSA, 2007) qui sont les seules mesures appliquées a ce jour.
Néanmoins, ces solutions temporaires présentent des lacunes. Un autre moyen de

prévention, encore au stade expérimental, a ét¢ mis de ’avant. Il consiste en 1’ajout de



quelques acides aminés comme le tryptophane dans 1’alimentation. Cela a abouti a la
diminution du comportement agressif chez le porc, ce qui suggere que la diéte peut jouer
un role important dans le phénomeéne de la morsure de la queue (McIntyre et Edwards,
2002). Dans leur revue littérature, Brunberg et al. (2016) ont émis I’hypothéese que les porcs
mordeurs ont une composition du microbiote intestinal (MI) différente de celle des porcs
qui ne présentent pas ce comportement. Les technologies de séquengage ont permis de
montrer que le MI est un écosystéme complexe de micro-organismes (Ley et al., 2006). 11
aiderait I'organisme par des fonctions métaboliques (Hooper et al., 2001; Delzenne et al.,
2011), trophiques (Tlaskalova-Hogenova et al., 2004) et immunitaires (Sommer et
Backhed, 2013). Cependant, sa composition peut étre influencée par plusieurs éléments,
tels le stress (O’Mahony et al., 2010; Luna et Foster, 2015), les maladies intestinales (D1
Mauro et al., 2013), les antibiotiques (Robinson et Young, 2010), la génétique (Goodrich
et al., 2014) et I’alimentation (David et al., 2014; Zeevi, 2015). Un seul ou I’ensemble de
ces facteurs sont sucesptibles de provoquer un déséquilibre microbien et causer diverses

maladies (Lepage et al., 2013).

Par ailleurs, en physiologie humaine, il y a actuellement des recherches pour éclaircir la
relation entre les réponses au stress et le M1, appelé I'axe microbiote intestinal-cerveau (axe
bi-directionnel) (Cryan et Dinan, 2012; Collins et al., 2012; Wang et Kasper, 2014).
D’autres recherches effectuées chez la souris, dévoilent un réle du MI dans la
programmation de l'activité de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HHS). En effet,
il est maintenant établi que les pathogenes intestinaux, tels certains types d’Escherichia
coli, peuvent activer I'axe HHS (Zimomra et al., 2011). D’un autre c6té, I’augmentation de
certaines souches bactériennes comme Bifidobacterium infantis peuvent avoir pour effet
I’augmentation du tryptophne (un précurseur du neurotransmetteur sérotonine) (Desbonnet
et al., 2008). Enfin, I’hormone de stress (cortisol) peut agir sur la perméabilité intestinale

et la fonction barriere, et ainsi modifier la composition du MI (Gareau, 2008).

L’hypothese de base de ce projet est que le comportement de CP chez le porc est 1ié a une

modification de la composition du MI.



CHAPITRE 2. Recension de la littérature



1 Troubles du comportement chez le porc

Le sanglier (Sus scrofa), ’ancétre du porc, était un animal qui vivait naturellement a I’état
sauvage dans la foret. L’homme a pu le domestiquer, il y a de cela prés de 9000 ans
(Gustafsson et al., 1999). Pour se nourrir, ils avaient développé des comportements
exploratoires et de fouissement. Ils étaient curieux de découvrir leurs espaces de vie et,
pour le faire, utilisaient leur groin et leur odorat trés développé (Stolba, 1989). Il convient
aussi de noter que la communauté des porcs est trés hiérarchisée. Pour établir leur rang
dans cette hiérarchie, ils se battent souvent entre eux, se poussent et se mordent les uns les

autres (Sonoda et al., 2013).

La domestication des porcs par ’homme a changé complétement leur mode de vie. En
effet, leur nouvel environnement est totalement différent des habitats naturels ou leurs
ancétres avaient vécu; des sélections génétiques ont ét€¢ opérées pour modifier leur
morphologie et augmenter leur prolificité et leur taux de croissance (Mason et Rushen,
2006). A titre d’exemple, le poids moyen d’un porcelet a la naissance est de 1.5 kg. De nos
jours, au bout de cinq a 6 mois, son poids passe a environ 113 kg, alors qu’auparavant, le
sanglier n’atteignait que plus de 70 kg a environ 1’dge de deux ans. Vers trois semaines
apres leur naissance, les porcs sont retirés a leurs génitrices (sevrage des porcs) (Vignola,
2002). IIs sont placés en général dans des enclos et évoluent sur un sol entiérement ou
partiellement latté jusqu'a I’age de I’abattage qui a lieu de 5 a 6 mois d’age (Moinard et al.,

2003).

Ces changements marqués par rapport a I’environnement ou évoluaient leurs ancétres qui
vivaient dans la nature ont transformé le porc en un animal trés sensible a des facteurs
environnementaux comme la chaleur, le froid, le bruit et la lumiére, ce qui fait que plusieurs
d’entre eux ont développé des troubles de comportements graves dans les conditions
d’élevages modernes (Studnitz et al., 2007). A ce propos, on peut citer la stéréotypie,
observée chez certaines truies durant la gestation, ou elles répetent régulierement et sans
but précis le méme mouvement, comme le mordillage des barreaux de leurs cages (Clubb
et Mason, 2007), et le cannibalisme alors qu’un ou plusieurs porcs peuvent étre mordus

séverement sur différentes parties du corps (oreilles, queues, etc).



En particulier, le mordillage de la queue, ou caudophagie, constitue un probléme
significatif au sein de 1’¢levage porcin (Clubb et Mason, 2007; CIWF, 2012). C’est a partir
des années 1990 que ce phénomene a été considéré comme un probléme important
(Smulders et al., 2008), en bonne partie & cause des conséquences économiques
significatives qu’il engendre (Taylor et al, 2012; Valros et al., 2015). L’incidence
moyenne de la CP varierait entre 1,3 et 7,2 % au niveau de I’animal. Cette évaluation est
toutefois basée sur des études portant sur des I€sions a I’abattoir et non sur la manipulation
de la queue (Taylor ef al., 2010). 11 faut donc considérer que l'incidence réelle de la CP
pourrait étre plus importante, et ce, pour deux raisons:

- Les études effectuées reflétent seulement 1’état des queues a 1’abattoir; alors qu’il existe
d’autres cas, non répertoriées comme ceux des porcs morts ou euthanasiés a la ferme.

- Les conditions des études portant sur ce phénoméne de CP peuvent grandement différer.
Par ailleurs, il a été rapporté, en 2004, que la fréquence des morsures de queues constatées
a la ferme serait le double de celle détectée lors de 1’inspection des carcasses a 1’abattoir

(Busch et al., 2004).

1.1  Processus de développement de la caudophagie

Le mordillage de la queue constitue une manipulation orale, par le porc, de la queue de son
congénere. Ceci cause des égratignures ou des plaies ouvertes (Temple et al., 2014). Le
développement de ce phénomeéne se fait en trois étapes (Ifip, 2016):

1% étape : le porc mord (porc mordeur) la queue de son congénére (porc mordu), mais sans
causer de blessures ni de Iésions. Il est dans un état d’excitation et d’agitation élevée
(Ursinus et al., 2014); 2°™ étape : présence de quelques griffures sur la queue qui
deviennent peu a peu saignantes chez certains porcs mordus (Studnitz et al., 2007); 3™
¢tape : la présence du sang attire d’autres porcs, ce qui provoque 1’aggravation des

morsures et blessures jusqu’a produire la perte d’une partie de la queue (Paoli, 2016;

Statham et al., 2009).

Cependant, il est intéressant de noter que différents types de morsures de la queue ont été
identifiées, selon la motivation qui amene le porc & mordre (Temple et al., 2014; Taylor et

al., 2010) :



1. Morsure en deux étapes : Elle serait due a I’absence de matériaux adéquats a
manipuler (chaines, pailles...). Dans la premiére étape, le porc mord la queue de son
semblable sans provoquer de blessures. Lors de la deuxiéme étape, le porc mord toujours
la queue de son congénére, mais en causant des lésions sanglantes, et le sang ravive la
curiosité des autres porcs. Ce genre de morsures n’a aucune intention agressive, mais elle
est vue comme une exploration redirigée (Studnitz et al., 2007).

2. Morsure soudaine et forte : elle est liée a une bataille pour des besoins vitaux
comme la nourriture, 1'eau, l'espace, etc. C’est pour cela qu’elle se manifeste de facon
agressive (Hansen et Hagelsg, 1980; EFSA, 2007). D’ailleurs, d’aprés Palander et al.
(2013) la CP augmente de 60% lorsque I’acces a la nourriture est réduit.

3. Morsure obsessive : les porcs se mordent la queue entre eux plus longtemps et
d’une facon compulsive durant la période de I’engraissement. Il faut souligner que ce sont
les porcs plus chétifs du groupe qui sont habituellement dans cette catégorie (Temple et

al., 2014).

Pour vérifier I’état des queues, une grille de notation a été élaborée et est souvent utilisée

comme outil d’évaluation de la gravité des morsures dans un élevage (figure 1).



Figure 1. Grille de notation des morsures de la queue a la ferme (adapté d’Ifip, 2016).

Score 0 :

Absence de 1ésions

Scorel:

Présence de griffures

Score 2 :
Présence d’une lésion saignante de taille

réduite

Score 3 :
Lésion importante avec parfois perte d’une

partie de la queue

1.2 Conséquences de la caudophagie

1.2.1 Pertes économiques

La CP a des incidences économiques importantes puisque plusieurs animaux succombent
a leurs blessures et leurs complications systémiques. Il faut ajouter a cela, les frais de
traitement (médicaments et personnel) (D’Eath ef al, 2016) et le ralentissement de
I’engraissement du porc qui est estimé a 0,59 € par porc (Harley et al., 2014). Aussi, les
carcasses affectées sont en général condamnées a 1’abattoir, soit en partie ou en totalité
(Harley et al., 2012; CIWF, 2012), entrainant des pertes d'environ 1,10 € par porc (Harley
et al., 2014). A titre illustratif, en 1999, au Royaume-Uni, les pertes nettes pour 1’industrie
porcine, ont été évaluées a 3,5 millions de livres (Moinard et al., 2003); alors qu’en 2011,
aux Pays-Bas, les pertes ont été estimées a plus de 8 millions d’euros (Zonderland et al.,
2011). Nous n’avons pu trouver d’études semblables sur les cotits associés a ce phénomene

au Canada.



1.2.2 Sur le bien-étre animal

L’une des problématiques majeures reliée a ce phénomene de CP est le bien-Etre des porcs
qui en sont victimes. En effet, les morsures et les dommages de la queue causent de la
douleur (Di Giminiani et al., 2017) et du stress (Munsterhjelm et al., 2013) chez les porcs
mordus. La présence de plaies ouvertes peut entrainer des infections qui se développent
jusqu'a atteindre la colonne vertébrale des animaux et ensuite provoquer des abces
pulmonaires. Ces infections peuvent méme causer une septicémie (Schroder-Pedersen et

Simonsen, 2001; Sihvo et al., 2012; Di Giminiani et al., 2017).

1.2.3  Sur I'innocuité de la viande

Le mordillage de la queue chez les porcs pourrait étre un réel danger pour I’innocuité de la
viande. En effet, la queue mordue peut s’infecter et transporter des micro-organismes
pathogenes (Valros et al., 2004), comme Staphylocoques aureus, et accroit les risques de
contamination croisée de la viande a 1’abattoir. En effet, la détection et la présence de ces
abces constituent un Point de Controle Critique biologique dans les modeéles HACCP dans

les usines de transformation.

1.3  Facteurs de risque de la caudophagie

Un nombre important d’études épidémiologiques a permis d’identifier plusieurs facteurs
de risques. La plupart sont susceptibles d'augmenter le stress chez un porc, tel un
environnement inadéquat, des problémes de santé, ou une alimentation carencée. D’autres
sont associés au genre et la génétique (Edward, 2006; Nannoni et al., 2014; Telkinranta et

al., 2014).

1.3.1 Environnement

Il a été démontré que I’environnement d’élevage a une influence sur le comportement; il
peut générer de 1’agitation, de la frustration et du stress chez le porc. De méme, les
variations de température, les courants d’air, les taux d’ammoniac ambiant et le type du sol
influencent I’animal (Nannoni et al., 2014). A titre d’exemple, Iutilisation de sols en
caillebotis dans beaucoup de pays, lequel ne permet pas 1’ajout de pailles ou d’autres

matériaux manipulables dans les enclos, favorise 1’apparition de ce trouble de



comportement chez le porc (Scollo et al., 2017; D’Eath et al., 2016; Sonoda et al., 2013;
EFSA, 2007).

De plus, la réduction des espaces prévus pour 1’alimentation et 1’eau peut étre un facteur
de risque non négligeable car cela engendre une compétition pour ces ressources vitales.
Cette situation accroit la frustration chez certains porcs (Moinard et al., 2003; EFSA,
2007). Pourtant, le code pratique sur le bien-€tre des animaux est précis. Il indique que la
surface minimale doit étre de 0,65 m” pour le porc pesant entre 85 et 110 kg (Courboulay,
2006). Lorsque cette mesure n’est pas respectée, cela entraine une plus forte densité des
porcs dans un enclos et peut ainsi favoriser 1’apparition du phénoméne de CP (Moinard et

al., 2003).

1.3.2 Problémes de santé

La CP peut aussi €tre le résultat de stress causé par des problémes de santé (Nannoni et al.,
2014). En effet, il a ét¢ démontré par Moinard et al. (2003) qu’il existe une forte corrélation
entre la prévalence de maladies en générale chez certains porcs et le phénomene de CP a
la ferme. Lorsque 1’organisme est sujet au stress, ses capacités immunitaires se trouvent
amoindries (Shini ef al., 2010). Cependant, ce lien reste encore a valider selon certains

auteurs (D’Eath et al., 2014).

1.3.3 Nutrition

Schroder-Pedersen et Simonsen (2001) ont report¢é un taux de croissance et
d’engraissement réduits chez les porcs mordeurs. La faible ingestion alimentaire
probablement due & une morphologie jéjunale anormale en peut étre la cause (Palander et
al., 2013). Le type et la composition de I’aliment peuvent affecter la CP. Les résultats des
¢tudes sur la relation entre la CP et le type d’alimentation sont contradictoires. En fait, une
augmentation de la fréquence de blessures de la queue a été observée soit chez les porcs
alimentés avec la moulée cubée comparés a ceux recevant une alimentation liquide (Hunter
et al., 2001; Moinard et al., 2003; Smulders et al., 2008) que vice-versa (Guise et Penny,
1998). Une alimentation pauvre en protéines ou en minéraux ou encore en chlorure de

sodium favorise 1’apparition de la CP car elle stimule l'attraction vers le sang (Fraser,
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1987b; Edwards, 2011; Meyer et al., 2015). Les effets d’une déficience alimentaire en

protéines seraient accrus chez les porcs €levés sur caillebotis plutdt que sur paille (BPEX,

2004).

1.3.4 Génétique, sexe et caractéristiques individuelles

La génétique des animaux peut jouer un réle dans le phénoméne de la CP. En effet, d’apres
ces études, les porcs Yorkshire sont plus susceptibles d'étre victimes que les porcs de race
Landrace (Sinisalo et al., 2012; Breuer et al., 2005, Keeling et al., 2004). Aussi, Viitasaari
et al. (2011) ont démontré que des porcs ayant un bas niveau de sérotonine dans plusieurs
régions cérébrales, sont génétiquement susceptibles au stress, apres les avoir comparés a
ceux qui le tolerent. Ces auteurs ont pu montrer que les niveaux de régulation du systéme
nerveux autonome sont anormaux, a la fois chez les porcs mordeurs et les porcs mordus.
Ceci porte a croire qu’il faut considérer a la fois les porcs mordeurs et les porcs mordus

lors de I’étude de ce phénomene.

Le sexe est aussi considéré comme un facteur de risque de la CP. En effet, les morsures de
la queue sont plus fréquentes chez les males castrés que chez les femelles (Valros et al.,
2004; Zonderland et al., 2010; Keeling ef al., 2012). La CP chez les femelles pourrait étre
liée a un déséquilibre nutritionnel lorsqu’elles atteignent la maturité sexuelle, ce qui les
pousseraient a mordre la queue de leurs congénéres (Taylor et al., 2010). Par surcroit, les
caractéristiques individuelles de chaque porc jouent un rdle important dans le phénomeéne
de la CP. En effet, les porcs ne réagissent pas de la méme fagon aux conditions d’¢élevage
dans des conditions de peur, de nervosité (Van Putten, 1969), d’exploration, de différentes
situations ou dans la maniére de reproduire ce que fait un congéneére (Hessing et al., 1993;
Bolhuis et al., 2005). Enfin, il a été remarqué que certains individus sont plus susceptibles
que d’autres a subir la CP (Brunberg et al., 2016). Ainsi, pendant que certains porcs se
laissent mordre la queue sans réagir, d’autres fuient immédiatement (Brunberg et al., 2011;

Keeling et al., 2004).
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1.4  Stress

Tel que discuté dans la section précédente, la plupart des facteurs de risque jusqu’a
présent identifiés géneérent du stress chez 1’animal, en effet, les situations inconfortables
cause 1’agitation et I’irritabilité, ce qui amene certains porcs a des comportements
déviants comme la CP (Nannoni et al., 2014). La douleur des morsures accroit encore
d’avantage de stress chez les mordus (Munsterhjelm ef al., 2013). Lorsque I’animal se
retrouve dans ces situations stressantes, son équilibre physiologique interne est
compromis. Afin de préserver I’homéostasie, I’organisme engendre une réponse
biologique par la sécrétion d’hormones via I’axe HHS dont la principale hormone active

est le cortisol (Dore et al., 2017).

Le cortisol libéré par la glande surrénale. I1 est secrété comme réponse a I’ACTH (hormone
adrénocorticotrope), elle-méme sécrétée par 1’hypophyse. La sécrétion de ces hormones
varie pendant les 24 heures d’une journée. En effet, elle est forte le matin et faible la nuit
(rythme circadien). En cas de sécrétion abondante de cortisol, ceci entraine un signal (GC)
glucocorticoides (cortisone et cortisol) pour limiter I’activité de I’hypothalamus. Celui-ci
secrete alors la CRF (Corticotropin releasing factor) et ’ACTH pour en limiter la
production (rétrocontrole négatif). Dans des cas de stress intense et d’infections
chroniques, cette fonction de rétrocontrdle peut étre compromise. A ce moment-13, les taux
de cortisol et ’ACTH demeurent ¢levés (Goldstein et McEwen, 2002; McEwen, 2007).
Par exemple, Plusieurs recherches sur la dépression ont établi une accentuation de la
production de CRF et de cytokines circulantes, et une hyperactivité de 1’axe HHS avec

hypercortisolémie (Raison et al., 2006; Dowlati et al., 2010).
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Figure 2. Organisation de 1’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (adapté de Jaglin,
2013).

1.5  Identification et traitement de la caudophagie

Le phénomeéne de la CP peut étre assimilé a une épidémie, puisqu’il débute par un individu
et se propage graduellement au sein du groupe (Statham et al., 2009). Pour éviter
I’amplification du probléme, il est nécessaire d’intervenir rapidement en identifiant les
porcs mordeurs ainsi que les porcs mordus et surveiller de prés les porcs a risque (Niemi
etal.,2011; Ifip, 2016). Un certain nombre d’indicateurs permettent d’identifier de maniére
précoce la CP chez le porc (Larsen et al., 2016; D’Eath et al., 2014). En effet, les porcs
mordeurs sont plus actifs, plus 1égers et tres agités (Van de Weerd et al., 2005). Les porcs
mordus, par contre, sont plus lourds, se rendent plus souvent a la mangeoire 2 a 5 semaines
avant |’apparition du phénomeéne (Wallenbeck et Keeling, 2013). Leurs queues sont droites
(et non bouclées), dirigées vers le bas et placées entre les pattes arriéres (Zonderland et al.,

2009; Zonderland et al., 2011; Lahrmann et al., 2017).

Certaines mesures aident a maitriser un épisode de CP. Dés le début du comportement de
CP, il est indispensable d’identifier I’animal a I’origine des morsures (mordeur) (Niemi et

al., 2011) pour, soit le retirer du parc, ou ’isoler du groupe a 1’aide d’une barriére. La
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queue lésée est alors traitée en la pulvérisant quotidiennement avec un agent cicatrisant.
Pour limiter la douleur, un anti-inflammatoire peut étre injecté dans la queue (Ifip, 2016).
Si les 1ésions sont graves, les porcs mordus sont transportés dans la section infirmerie dans
le but d’empécher toute complication. Pour éviter la propagation au reste des porcs de
I’enclos, un fort produit répulsif est appliqué sur leurs queues (Bracke, 2009). Enfin,
I’environnement des porcs peut étre enrichi par des produits manipulables (paille, bois
tendre, chaines...) (Holm et al., 2008). Ceci va contribuer a les calmer et a rediriger leur

attention (Taylor ef al., 2010).

1.6 Moyens de prévention de la caudophagie

1.6.1 Caudectomie

La caudectomie est traditionnellement préconisée comme un moyen de prévention contre
la CP (EFSA, 2007). 1l a été¢ observé que les porcs dont on a gardé les queues enti¢res
¢taient 2,73 fois plus exposés a des morsures que les porcs dont la queue a été sectionnée
(Hunter et al., 1999). Cependant, cette pratique, méme si elle réduit ostensiblement
I’apparition du phénomene, ne régle pas totalement le risque de CP (Paoli ef al., 2016;
Sutherland ef al., 2011). En effet, une étude réalisée par Temple ef al. (2011) a démontré
que, méme avec la caudectomie, plus de la moitié des élevages de porcs intensifs demeure
touchée par ce phénomene de mordillage de la queue. Un autre défaut de cette technique
est qu’elle a un effet néfaste sur le bien-étre animal, puisqu’elle induit de la douleur,
augmente la sensibilité de la queue, le risque d’arthrite, d’infections et de névromes. Elle
provoque en général un stress élevé chez les porcelets (Di Giminiani et al., 2017; Ifip,

2016; Valros et Heinonen, 2015; CIWF, 2012).

Il faut souligner que I’Agence européenne de sécurité¢ des aliments (EFSA) interdit
formellement la caudectomie comme procédure de routine, et ne 1’autorise que sur
prescription vétérinaire (directive 2008/120 / UE du Conseil). En dépit de I’existence de
cette loi, presque 99% des porcs en Europe ont des queues coupées. Cette directive n’est
respectée que dans quelques pays, comme la Finlande, la Suéde et la Lituanie (EFSA, 2007,

Nannoni et al., 2014). Au Québec, dans les fermes de type commercial, la caudectomie et
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I’utilisation des chaines sont les pratiques de prévention les plus couramment appliquées

pour prévenir ou diminuer la CP dans 1’attente de solutions alternatives.

1.6.2 Enrichissement de I'environnement

Quand ils sont dans leur milieu naturel, les porcs en croissance emploient la majeure partie
de leurs journées a chercher de la nourriture (Stern et Andresen, 2003). Comme déja
mentionné, les conditions de production industrielle ne répondent pas a ces besoins
comportementaux des porcs; ce qui favorise chez eux le phénomene de mordillage de la
queue (Van Putten, 1969). Plusieurs études ont démontré que I’enrichissement de
I’environnement a I’aide d’un matériel adéquat comme le foin, la sciure de bois, le compost
de champignon, les cordes, les chaines, et en particulier la paille, diminue sensiblement
I’agressivité et 1’agitation des porcs et par la méme occasion, la CP. Ces ajouts améliorent
aussi considérablement leur bien-étre (Studnitz et al., 2007; Van de Weerd et et al., 2003;
Holm et al., 2008). Néanmoins, cette opération engendre des dépenses supplémentaires
importantes, car ce matériel doit étre entretenu et renouvelé régulierement (D’Eath et al.,
2014). De plus, cette approche est incompatible avec la plupart des systémes de gestion de

lisier des fermes au Québec.

1.6.3 Alimentation

Tel qu’indiqué en introduction, diverses études ont mis en évidence la relation entre le
régime alimentaire riche en fibres et la diminution du cannibalisme en général chez ces
animaux, dont la CP (Blokhuis et Arkes, 1984; Steenfeldt et al., 2007). Cependant, ces
recherches sont encore au stade expérimental (Brunberg et al., 2016). Par ailleurs,
d’autres études ont démontré que le risque de CP est réduit lorsqu’il y a de la paille a la
disposition des porcs dans un enclos (Bracke et al., 2004). 1l est probable qu’une partie
de cette paille soit consommeée par les animaux; ce qui constitue un apport

supplémentaire en fibres dans leur alimentation (Brunberg ef al., 2016).

De plus, des études ont établi que 1'ajout de certains acides aminés dans 1’alimentation
des porcs, dans une situation ou la CP existe déja, diminue l'activité générale de ces

derniers (Poletto et al., 2010) et leur attraction au sang. En effet, des chercheurs ont
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utilisé dans un mod¢le expérimental un tissu taché de sang comme remplacement de
queue sanglante. Ensuite, ils ont ajouté du tryptophane dans 1’alimentation des porcs. Ils
ont alors constaté que ’attraction de ces animaux vers le sang a diminué (Fraser, 1987a,
b; MclIntyre et Edwards, 2002). Il faut préciser que les porcs ont besoin de ces acides
aminés pour la synthése de plusieurs neurotransmetteurs. A titre d’exemple, le
tryptophane, un précurseur de la sérotonine (Brunberg et al., 2016). D’aprés Fernstrom
(1981), la quantité de sérotonine dans le cerveau est influencée par I’apport alimentaire
du tryptophane. Aussi, d’autres études ont révélé un lien entre la sérotonine et le
mordillage de la queue chez les porcs (Ursinus et al., 2013; Valros et al., 2015). 11 faut
ajouter que I’association des neurotransmetteurs avec les troubles de comportement a été
faite chez d’autres espéces, comme le poulet pour le piquage de plumes (Hunter ef al.,
2001; Harley et al., 2012) et les chevaux pour le comportement stéréotypé (Thodberg et
al., 2010).

Enfin, il a été démontré que plusieurs de neurotransmetteurs sont synthétisés par le MI,
tel que la sérotonine produite par Candida spp, Streptococcus spp, Escherichia spp et
Enterococcus spp, la noradrénaline par Escherichia spp, Bacillus spp et Saccharomyces
spp, la dopamine par Bacillus spp et 1’acétylcholine par Lactobacillus spp (Bonaz et
Bernstein, 2013; Lyte, 2011). En définitive, il y a de plus en plus d’évidence que le
tractus gastro-intestinal joue un role important dans le phénoméne de la CP (Brunberg et
al., 2016). Selon les recherches précédemment citées, il existe plusieurs facteurs qui
peuvent étre a I’origine du phénoméne de la CP. En dépit de toutes ces informations, il
reste difficile de déterminer la cause exacte du mordillage de la queue chez le porc,
puisque les liens potentiels entre ces facteurs ne sont pas encore déterminés. De plus, on

connait mal ce qui déclenche ce trouble de comportement.

A cet effet, le MI a déja été soupgonné de jouer un role dans la physiopathologie de
certaines maladies nerveuses comme le trouble du comportement chez ’homme, tel que
le stress, la dépression, 1’anxiété et I’autisme (Collins ef al., 2012; Wang et Kasper,
2014). Récemment, des ¢tudes ont été menées dans le domaine de la neurophysiologie

pour €lucider chez I’homme et la souris la relation qui existe entre le stress et le MI,
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appelé aussi l'axe microbiote-intestin-cerveau. Cet axe met en exergue les interactions
bidirectionnelles entre le cerveau et le MI (Cryan et Dinan, 2012; Collins et al., 2012;
Chen et al., 2013; Kelly et al., 2016). 11 existe plusieurs similitudes entre les humains et
les porcs en termes d’absorption et d’utilisation des nutriments. C’est pour cela que les
¢tudes sur le tractus gastro-intestinal des porcs peuvent paver la voie aux études chez
I’homme et constituer a cet effet un modele important (Hvistendahl, 2012). C’est cet axe
(microbiote intestinal-cerveau) qui servira de base pour notre étude qui a pour but

d’évaluer le lien entre le MI et ce comportement déviant (CP) chez le porc.

2. Microbiote intestinal

2.1 Présentation du microbiote intestinal

Le microbiote intestinal est un écosystéme composé en majorité de bactéries appartenant a
plusieurs especes différentes; mais aussi, des archées, des eucaryotes et des virus. Ces
bactéries, en grande partie, vivent sans oxygene (anaérobie stricte) (Ley et al., 2006;
Sekirov et al., 2010; Lynch et Pedersen, 2016; Lloyd-Price et al., 2017). Depuis longtemps,
on a réalisé¢ que des micro-organismes étaient présents dans 1’intestin. On a alors supposé
qu’il y avait une relation entre 1’hdte et ces micro-organismes (Delzenne et al., 2011;
Lozupone et al., 2012). Toutefois, les moyens scientifiques permettant d’analyser les
différents aspects de cette interaction étaient réduits. Par exemple, les techniques classiques
microbiologiques ne permettaient de détecter que 20 a 30 % de la totalit¢ du MI (Rambaud
et al., 2004). Avec I’apparition des techniques modernes basées sur le séquencage a haut
débit du géne codant pour I’ARN ribosomal 16S, I’identification d’especes nouvelles a été
rendue possible (Looft et al., 2014; Zhang et al., 2016) sur la portion de bactéries difficiles
a cultiver in vitro (environ 80 % des bactéries anaérobies). L’avancée spectaculaire des
techniques de séquengage en métagénomique a relancé la recherche scientifique dans la
description de la nature des interactions entre I’organisme et le MI, entre les différentes
bactéries et les conséquences de ces interactions (Lepage et al., 2013).

A la naissance chez ’humain, le tube digestif est envahi par des micro-organismes
d’origine maternelle et environnementale aprés un accouchement par voie naturelle, alors

que la colonisation est plutot d’origine environnementale pour ceux nés par césarienne
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(Konstantinov et al., 2006; Sekirov et al., 2010). Puis, des milliards de bactéries colonisent
le tube digestif du nourrisson en 1’espace de quelques jours. Cette colonisation bactérienne
se fait graduellement : les premicres bactéries intestinales qui s'établissent durant les
premiers jours de vie sont des anaérobies facultatives (Favier et al., 2002; Sommer et
Béckhed, 2013). Une fois que I’oxygene présent dans le tractus digestif du nouveau-né est
épuisé, les bactéries anaérobies strictes prennent leur place, telles que les bactéries du genre
Bacteroides et des phylums Firmicutes et Actinobacteria (Sommer et Backhed, 2013). Ces
bactéries croitront et prendront la premiere place dans I’intestin. Par la suite, la composition
du MI change peu a peu en quantité et en qualité chez les animaux plus jeunes, sous
lI'influence de I’environnement et de 1’alimentation, sans oublier la génétique de 1’hote
(Khachatryan et al., 2008; Benson et al., 2010). La composition du MI se stabilise & un
certain age selon 1’espece (vers I’age de 3 ans pour les humains). Toutefois, cette stabilité
reste relative puisqu’elle peut varier suivant plusieurs facteurs (nourriture, age, ATB, etc.)

(Campeotto et al., 2007; Lozupone et al., 2012).

2.2 Composition et diversité du microbiote intestinal

Le MI renferme environ 100 000 milliards de micro-organismes (environ 2 kilos chez
I’homme). Ce qui veut dire qu'il est 2 a 10 fois plus important que le nombre de cellules
qui composent notre organisme (Ley et al., 2006; Sekirov et al., 2010). Par ailleurs, il a été
avancé que chez le porc, la composition du MI a déja été associé au poids du corps et au

gain quotidien moyen (Ramayo-Caldas et al., 2016).

Tout au long du tube digestif, la répartition du MI est hétérogéne, le nombre de bactéries
croit de la partie la plus proximale (estomac) a la plus distale (rectum) (Sekirov et al.,
2010). Trés peu de bactéries sont retrouvées dans I’estomac, soit environ 10! unité
formatrice de colonies (UFC)/ml de liquide gastrique, en raison de 1’acidité gastrique. Dans
I’intestin gréle, la composition du microbiote est diversifiée en quantité et en qualité. En
effet, a I’échelle du duodénum-jéjunum se trouvent 10'a 10° UFC/g du contenu intestinal.
L’iléon, par contre, affiche un microbiote plus riche, qui peut atteindre 10* a 10’ UFC/g du
contenu intestinal. Il est a noter que I’iléon joue un role important dans les interactions avec

le systéme immunitaire et les pathogenes.
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La partie du tube digestif la plus riche en bactéries (de 10'! a 10!2 UFC/g) et aussi la section
colonisée de facon la plus constante est le colon. Les différentes fonctions bénéfiques du
MI pour I’organisme seraient généralement produites a cet endroit (Arumugam et al.,
2011). Il renferme 80 % d’espeéces anaérobies strictes appartenant aux phylums des
Bacteroidetes, Firmicutes et Actinobacteria (Eckburg et al., 2005; Qin et al., 2010;
Arumugam et al., 2011). Si la nature du phylum dominant ne change relativement pas au
sein de I’espece animale, il existe cependant d’importantes variations interindividuelles,
qualitatives (nature des espéces bactériennes) et quantitatives (abondances relatives de ces
especes dans le tube digestif) (Sekirov et al., 2010; Lozupone et al., 2012; Rabot, 2015).
D’autres micro-organismes, dont la présence n’est que transitoire, existent aussi dans le
tube digestif, comme les levures ou les bactéries lactiques, mais aussi certaines bactéries

pathogénes (Marteau, 2013).

Suite aux analyses faites sur le porc, il a été découvert qu’un gramme de matiere fécale
contient environ 10'2 bactéries et 1000 espéces, avec 2 ou 3 phylums dominants (Lynch et
Pedersen, 2016; Lloyd-Price et al., 2017). Un catalogue de génes du MI a été constitué par
I’INRA (Institut National de la Recherche Agronomique) en collaboration avec le BGI
(Beijing Genome Institute, Chine). Ainsi quelques 7,7 millions de génes, pour la plupart
bactériens, ont ét¢ identifiés. Ce catalogue Iéve aussi le voile sur la grande richesse du
microbiote porcin. Cette découverte permettra certainement d’améliorer 1’efficacité des
¢levages des porcs. Il faut signaler que 96 % des fonctions biologiques retrouvées dans le

microbiote humain existent chez le porc (Dore et al., 2017).

2.3  Méthodes de caractérisation moléculaire du microbiote intestinal

Des nouvelles techniques moléculaires excluant la culture, basées sur le séquengage a haut
débit (Illumina, Ion Torrent, etc), ont été développées dans le but d’explorer la composition
du MI et d’¢lucider I’interaction de ce dernier avec I’hote (Lepage et al., 2013; Wu et al.,
2016; Zeng et al., 2015; Zhao et al., 2016). Le MiSeq utilise une approche de séquence
par synthese, lors de laquelle des nucléotides modifiés sont utilisés. Ceux-ci sont porteurs
de quatre fluorochromes différents, un pour chaque base nucléique. Le modele MiSeq est

utilisée pour sa grande précision de séquengage pour des longueurs variants entre 50 et 600
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pb. Comparativement a d’autres méthodes, le séquengage de MiSeq génére moins

d’erreurs, ce qui en fait une technologie des plus intéressantes (Siegwald, 2017).

Pour le séquencage, deux approches ont été favorisées : le séquengage de I’ADN total (Qin
et al., 2010) ou le séquencage des régions variables des génes bactériens codants pour
I’ARNr 16S (Eckburg et al., 2005). Concernant le séquengage du gene codant pour 'ARN
ribosomique (ARNr) 16S (1500 pb), il s’agit d’une technique réguliérement utilisée pour
I’étude phylogénétique et taxonomique des bactéries composant le MI. Ceci facilite de
beaucoup les études sur la composition de MI des échantillons du contenu intestinal
(Youssef et al.,2009). Pour identifier et catégoriser les bactéries, on a souvent recourt a un
locus génétique qui est le gene de 'ARNr 1685, du fait qu’il est constitué en méme temps
de 9 zones hypervariables entourées d’autres non variables. Ce geéne est commun a
I’ensemble du domaine Bacteria et Archea. Les zones hypervariables sont intéressantes,
car elles comptent des s€équences spécifiques a l'espéce qui permettent de faire la distinction

entre les différentes bactéries et les archées (Cox et al., 2013; Yarza et al., 2014).

Le géne de I’ARNTr 16S est le plus souvent obtenu a partir d’échantillons de matiéres
fécales, en isolant ’ADN des microorganismes en qualité et en quantité suffisante par les
différents kits d’extraction. Les tampons et les protocoles d’extraction de I’ADN dépendent
du type et de la complexité de la matrice. Ces prélévements de matiéres fécales sont
reconnus comme représentatifs du MI d’un individu, particuliérement, de sa portion distale,
malgré les différences dans la répartition du microbiote le long du tube digestif (Rogel-
Gaillard, 2013; Eckburg et al., 2005). Par la suite, des amorces spécifiques a certaines
régions hypervariables plus adaptées a certains microbiotes (la plupart des études utilisent
v4 ou v4-v3 ou méme v4-v5 pour la comparaison de la composition du MI) (Nossa et al.,
2010) sont utilisées pour amplifier, par la PCR, les fragments d’ADN a séquencer (Zhao et
al., 2016; Wu et al., 2016). Apres le séquencage, des méthodes et des algorithmes bio-
informatiques (exemple : logiciel Mothur) sont utilisés pour identifier les OTU (unités
taxonomiques opérationnelles) a partir du classement des séquences obtenues. Selon
différents seuils de similarité atteints, les OTU sont désignées comme des phylums, classes,

ordres, familles et méme des genres bactériens. Par exemple, un OTU formé de séquences
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ayant un seuil de similarité standard de 97%, représente ainsi une espece bactérienne. Cette
identification microbienne est faite suivant les s€quences de bases de données de référence
(Schloss et al., 2009). Pour I’ADNr 16S bactérien, il existe trois bases de données de
référence principales : RDP (Ribosomal Database Project) (Cole et al., 2014), SILVA
(Yilmaz et al., 2013) et GreenGenes (McDonald et al., 2012). Le choix de la banque de
référence se fait selon différents critéres tels que le type de microbiote étudié et les taxons

ciblés.

La principale limite de cette technique est la longueur des lectures qui ne permet pas
d’arriver jusqu’a I’identification de 1’espeéce. Une autre limite est d’ordre quantitatif. En
effet, méme si elle est tres utilisée dans les études actuelles sur le microbiote, elle se bute
sur le fait que le géne codant pour les sous-unités ribosomiques peut se répéter plus d’une
dizaine de fois dans le génome d’une bactérie et que ces répétitions peuvent étre variables.
On ne peut donc pas faire une analyse quantitative précise des bactéries constituant le
microbiote a partir de I’analyse des séquences codantes pour les ARNr. Par contre cette
analyse permet de décrire la composition du MI. Enfin, les espéces les moins représentées
sont difficilement ou pas du tout détectables puisqu’il existe une limite de détection
d’environ 10* 10 > UFC/g a cette technique. Celle-ci est variable selon la richesse des
¢cosystemes séquenceés (Garrett et al., 2010). C’est pour cette raison qu’il faut recourir a
la PCR quantitative (qQPCR) avec une limite de détection de 10*> — 10° UFC/g pour détecter
les bactéries présentes en plus faible quantité dans les matiéres fécales. La qPCR est une
technologie qui permet de détecter et de quantifier le géne grace a un émetteur fluorescent
dont I’émission est directement proportionnelle a la quantité d’amplicons générés tout au
long de la réaction. Elle permet de collecter a chaque cycle de PCR les données de

fluorescence et de représenter la quantité du produit amplifié (Cinquin, 2005).

En ce qui concerne le séquencage total de I’ADN, il se concentre, comme son nom
I’indique, sur I’ensemble du matériel génétique microbien présent dans un échantillon.
Cette technique est appelée approche métagénomique. Ceci permet de constituer un
répertoire de génes de référence (De Preter et al., 2013; Lagier et al., 2012). D’autre part,

il est important de signaler qu’actuellement, il existe également des technologies capables
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de caractériser les geénes bactériens transcrits (séquencage de I’ARN messager des
microorganismes), soit la métatranscriptomique. Il existe aussi la métaprotéomique et
métabolomique qui identifient respectivement les protéines et les métabolites produits

(Lepage et al., 2013).

2.4  Facteurs qui influencent la composition du microbiote intestinal

Il est nécessaire qu’il y ait une harmonie entre les multiples bactéries (symbiontes et
pathobiontes) pour une physiologie intestinale normale (eubiose) (Lepage et al., 2013).
C’est d’ailleurs la richesse et la composition du microbiote qui stimulent les systémes
immunitaires innés et acquis en vue de garantir ’homéostasie intestinale, €¢lément
fondamental pour la santé de I’hdte (Zhou et al., 2018). La composition du MI représente
un écosysteme actif. Avec le temps, sa composition peut étre altérée par plusieurs éléments
comme les maladies intestinales (Di Mauro et al., 2013), les antibiotiques (Robinson et
Young, 2010), la génétique (Goodrich et al., 2014) 1’alimentation (David et al., 2014;
Zeevi, 2015), le sexe (Markle et al., 2013), I’age (Yatsunenko ef al., 2012), et, comme plus
récemment démontré, le stress (O’Mahony et al., 2010; Luna et Foster, 2015). Le
déséquilibre du MI (dysbiose) peut survenir a tout age et peut conduire a ’apparition de
maladies (Lepage et al., 2013). Néanmoins, du fait de 1’absence d’étude probante, ces
facteurs n’expliquent pas de fagon exhaustive ce qui induit le trouble du comportement

(Cryan et Dinan, 2012).

Tel que montionné précédemment, le MI peut étre déstabilisé par une alimentation
déséquilibrée. En effet, les bactéries de fermentation se multiplient rapidement lorsque de
la consommation d’aliments tres riche en sucre. Aussi, lorsque 1’alimentation est faible en
fibres, ceci encourage la prolifération d’autres especes. Par ailleurs, quand les aliments sont
riches en protéines, ils aident a la croissance de bactéries associées a la putréfaction (Brown
et al.,2012). Le porc est, de par sa physiologie, omnivore. De ce fait, sa nourriture, et par
le fait méme son MI, est plus diversifiée que celui des herbivores et des carnivores. Or,
dans I’environnement commercial, en raison des contraintes inhérentes, 1’alimentation des

porcs est restreinte en nutriments par rapport a un environnement naturel.
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2.5  Principales fonctions du microbiote intestinal

Comme il a été expliqué précédemment, le MI constitue une biomasse microbienne tres
importante et dynamique. Il est indispensable, car il procure plusieurs types d’enzymes et
de substrats pour l'organisme. Il remplit plusieurs fonctions physiologiques qui ne peuvent
étre accomplies par I’organisme seul (il travaille en symbiose avec 1'hote) (Marteau, 2013).
Les grandes fonctions du microbiote sont les suivantes : trophique, métabolique,

immunitaire et cérébrale.

2.5.1 Fonction trophique

Grace a certaines espeéces bactériennes comme les Bacteroides thetaiotaomicron
(Tlaskalova-Hogenova et al., 2004), le microbiote favorise la maturation du tube digestif.
En effet, il aide a la vascularisation épithéliale et a 1’activité enzymatique de la muqueuse.
Il affecte I’épaisseur de la muqueuse intestinale, la taille des villosités et la production de
mucus. Aussi, il favorise le développement et la maturation du systéme immunitaire. En
effet, une étude chez les souris axéniques (sans microbiote), a démontré qu’elles possedent
un systeme immunitaire immature qui présentent plusieurs anomalies physiologiques
comme un nombre de lymphocytes intra-épithéliaux réduits ou une sécrétion intestinale

d’immunoglobulines A réduite (Smith et al., 2007; Arrieta et Finlay, 2012).

2.5.2 Fonctions métaboliques

Plusieurs études ont mis en lumicre le rdle capital que joue le MI chez les porcs dans le
traitement des nutriments et la récupération d'énergie. En effet, le MI joue un role important
dans le métabolisme des lipides, glucides et protéines. De méme, le MI aide la digestion
des fibres alimentaires, lesquelles ne sont pas métabolisées par les enzymes de 1’hote
(Looft et al., 2014; Gérard et Bernalier-Donadille, 2007). Les processus de fermentation
médiés par le MI induisent la production de nombreux métabolites comme les acides gras
a chaine courte, les neurométabolites, les acides aminés essentiels et les vitamines dans le
gros intestin porcin (telles les vitamines K et B12 qui ne sont pas synthétisées par leur hote)
(Delzenne et al., 2011). Il entraine ainsi la production du gaz d’hydrogéne qui est
transformé, en majeure partie in situ, par des bactéries du microbiote colique. Par ailleurs,

il contribue a extraire a partir des oligosides non digestibles par 1’hdte, de I’énergie, et
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régule enfin I’aptitude de 1’assimilation de 1’épithélium digestif & de multiples nutriments

(Hooper et al., 2001; Delzenne et al., 2011).

2.5.3 Fonctions immunitaires

Il est important de souligner que le microbiote joue un role non négligeable au niveau du
systétme immunitaire non-spécifique puisqu’il fait office de barriére. En effet, il limite
I’établissement des bactéries pathogenes exogenes d’une part, et d’autre part, il combat les
bactéries néfastes éventuellement présentes dans 1’intestin si la quantité ingérée est trop
importante (Rambaud et al., 2004). 1l existe plusieurs systémes de protection. En effet, le
MI empéche les bactéries nuisibles de s’installer dans le tube digestif en les privant des
nutriments nécessaires a leur prolifération (par compétition). Enfin, le microbiote limite
I’effet des toxines de trois manicres : en les altérant, en les bloquant et en transformant la

susceptibilité des cellules intestinales (Sommer et Backhed, 2013).

2.5.4 Fonction cérébrale

Des fonctions du MI ont été mises en lien avec le développement du cerveau et le
comportement type anxieux chez la souris (Bravo et al., 2011. Hooper et al., 2001). Le MI
joue un role actif dans la communication intestin-cerveau en réponse au stress (Hooper et
al., 2001; Chen et al., 2013; Kelly ef al., 2016). En fait, des études auraient associé¢ des
changements de la composition du MI a une modification du comportement et psychologie
(dépression, anxiété et autisme) d’un individu, a titre d’exemple Bifidobacterium infantis
possédant des propriétés antidépressives (Cryan et O'Mahony, 2011). Cependant, cette
hypothese reste a valider (Collins et al., 2012; Wang et Kasper, 2014).

2.6  Relation entre le microbiote intestinal et I’axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien

Le dialogue entre le cerveau et MI est associé¢ aux réponses neuroendocriniennes et
émotionnelles au stress, lesquelles mettent en exergue I’axe physiologique hypothalamo-
hypophyso-surrénalien (HHS). Ces aspects de 1’axe HHS sont les mieux expliqués a ce
jour (Cryan et Dinan, 2012; Luna et Foster, 2015). Une étude fascinante effectuée a

I’université de Kyushu, au Japon, a démontré que le taux plasmatique de corticostérone
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¢tait deux fois supérieur chez les souris axéniques que chez les souris conventionnelles
lorsqu’elles étaient soumises a un stress d’immobilisation pendant une heure (Sudo et al.,
2004). Ceci suggere une contribution du MI dans la régulation du taux plasmique de
corticostérone. Ces résultats ont été confirmés chez les rats. En effet, apres avoir placé les
rats pendant quelques minutes dans un endroit plus éclairé afin d’induire un stress, il a été
remarqué que le taux plasmatique de corticostérone des rats axéniques était trois fois
supérieur a celui de rats conventionnels (Rabot, 2015). La réactivité de I’axe de
corticotrope a méme été normalisée par une monocolonisation par Bifidobacterium
infantis. Par contre, une monocolonisation avec une souche entéropathogene

d’Escherichia coli produit I’effet inverse (Sudo et al., 2004).

C’est durant la période postnatale et lors de la croissance que le microbiote s’établit
graduellement alors que le cerveau se développe (Rabot, 2015). Pour démontrer ceci, des
souris ont recu du microbiote fécal, a divers ages de leur vie, prélevé de congénéres
conventionnels. Lorsque la colonisation microbienne a eu lieu a 1’adolescence, la
correction de I’hyperactivité de 1’axe corticotrope a été vite réalisée. Cette opération
s’avere vaine chez des souris a I’age adulte (Sudo et al., 2004). D’aprés Di Mauro et al.
(2013), la sécrétion de cortisol, laquelle est régulée par le cerveau, est trés importante
lorsque le stress est mal géré. Cette molécule va influer sur quelques parameétres de la
perméabilité de la barriere épithéliale intestinale, et provoquer ainsi une perturbation du
MI (Montiel-Castro et al., 2013; Di Mauro et al., 2013). Ces études, prises dans leur
ensemble, indiquent que la perturbation du microbiote chez les rats et la souris augmente
la réactivit¢ de 1’axe corticotrope en désorganisant divers niveaux de régulation

(Crumeyrolle-Arias et al., 2014).
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2.7 Voies de communication entre le microbiote intestinal et le cerveau
C’est a travers des molécules libérées dans le contexte de [’axe microbiote intestinal-
cerveau que le MI arrive a réguler ce dernier en utilisant différentes voies (Cryan et Dinan,

2012).

2.7.1 Voie métabolique

Certaines molécules libérées dans la lumicre intestinale comme les acides gras a chaines
courtes atteignent le cerveau. Elles vont étre absorbées par 1’épithélium intestinal (voie
transcellulaire ou voie paracellulaire) pour joindre la circulation sanguine et traverser la

barriere hématoencéphalique.

2.7.2 Voie nerveuse

Elle est basée sur la stimulation des neurones du systéme nerveux entérique et de la
composante parasympathique du systéme nerveux autonome, et ce, de deux maniéres
possibles : par des macromolécules de la cellule bactérienne, tels les lipopolysaccharide
(LPS) ou par certaines molécules libérées (ex : acides gras a courte chaine) par le
microbiote. Par la suite, ces neurones entériques transmettent 1’influx nerveux au systéme

nerveux central.

2.7.3 Voie endocrine

Le microbiote synthétise certains métabolites (ex : acides gras a courte chaine) ou produit
des macromolécules de 1’architecture cellulaire (ex : LPS) qui stimulent la production de
neuropeptides par les cellules entéro-endocrines (Collins et al.,, 2012; Wang et Kasper,

2014).

2.7.4 Voie immune

Les produits bactériens actifs (ex : LPS ou acides gras a courte chaine) stimulent les
cellules immunitaires intestinales et modifient 1’équilibre des cytokines pro- et anti-
inflammatoires, ce qui affecte le fonctionnement du cerveau.

Un schéma présentant les différentes voies est proposé a la figure 3.
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Figure 3. Voies de communication possibles entre le microbiote intestinal et le cerveau
(adapté de Cryan et Dinan, 2012).

2.8  Effets du microbiote intestinal sur le comportement

Diverses expérimentations utilisant des souris axéniques ont porté¢ sur les effets du
microbiote sur I’axe HHS. Elles ont décrit I’influence du MI, particuliérement chez des
anaimaux du type anxieux. Des tests basés sur la lumicre (test clair et obscur), ont démontré
I’effet de cette derniére sur I’anxiété (Diaz-Heijtz et al., 2011; Neufeld et al., 2011; Clarke
etal.,2013). 11 s’avére que les souris axéniques €taient plus anxieuses que leurs congéneres
classiques. Ces différences pourraient toutefois en partie s’expliquer par les
caractéristiques génétiques, lesquelles jouent aussi un réle dans la réaction émotionnelle

au stress (Rabot, 2015).

Cependant, d’aprés Desbonnet et al. (2014), la composition du MI joue un rdle
prépondérant dans le comportement social et répétitif chez la souris. En effet, il a été
remarqué que des souris sans MI montrent des lacunes de sociabilité dans des examens
comportementaux. Aussi, elles répétent davantage leur comportement pendant un test

d’interaction social. Toutefois, ces comportements ont ét€¢ rééquilibrés aprés une
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colonisation bactérienne de l'intestin de ces souris. De ce fait, les chercheurs en sont venus
a la conclusion que le microbiote est déterminant dans le comportement social normal et

régule de facon considérable le comportement répétitif (Brunberg et a/, 2016).

De méme, lors d’une autre recherche effectuée par Bercik ef al. (2011), on a observé que
lorsqu’on déplace le microbiote de souris de phénotypes peu anxieuses vers des souris
axéniques, le comportement anxieux de cette dernieére peut diminuer alors qu’il augmente
dans le cas contraire. Ceci suggererait que les caractéristiques du comportement peuvent
étre déplacées et que le MI est déterminant dans le comportement des souris. Ainsi, il est
possible de conclure que le microbiote a un role dans la régulation de la réaction
émotionnelle au stress, en réduisant son importance chez les lignées sensibles et en

I’accentuant chez les lignées peu sensibles (Rabot, 2015).

2.9 Effets de manipulation du microbiote intestinal sur le comportement

La modification de la composition du microbiote a ’aide de probiotiques et de
prébiotiques, aurait un effet bénéfique sur le cerveau, comme 1’ont indiqué plusieurs études
chez I’humain. En effet, une rectification du MI agit positivement sur les performances
psychométriques, 1'humeur ou 1'état émotionnel d'individus en bonne santé¢ (Liu et al.,
2004; Malaguarnera et al., 2007; Sharma et al., 2008; Malaguarnera et al., 2010). Dans ce
cadre, une recherche effectuée par Benton ef a/ (2007), a montré que ’humeur de sujets
humains, initialement dépressive, s’est améliorée apres la consommation de Lactobacillus
casei Shirota. Dans la méme ligne de pensée, lors d’une étude faite sur les sujets sains a
I’aide de I’imagerie par résonance magnétique, on a observé qu’apreés quatre semaines de
consommations d’un mélange de probiotiques contenant du Bifidobacterium animalis
subsp lactis, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus, et Lactococcus lactis
subsp lactis, 'activité des structures cérébrales impliquées dans le controle des émotions a

¢té modifiée (Tillisch et al., 2013).

Egalement, plusieurs autres études chez la souris ont démontré une modification de la
réactivité de I’axe HHS et de comportement anxieux aprés manipulation du MI. A titre

d’exemple, lorsque la souris SPF (specific pathogen free) de la lignée consanguine
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BALB/c, lignée sensible au stress, est assujettie au test clair/obscure, le comportement
anxieux a €té atténué par un traitement oral d’un cocktail d'antibiotiques et d'antifongiques.
L’absence d’impact du traitement chez des souris axéniques de la méme lignée confirme
I'hypothése que le déséquilibre du MI induit par le traitement antimicrobien est bien a
I’origine de la modification du comportement chez les souris SPF (Bercik et al., 2011).
Une autre étude a démontré que le comportement de type anxieux a été atténué chez des
souris BALB/c aprés un traitement avec 1’association de Lactobacillus helveticus R0052
et Bifidobacterium longum RO175 (Messaoudi et al., 2011). Finalement, une autre étude a
¢tabli que le comportement de type dépressif se produisant chez le rat aprés un infarctus
du myocarde, est annulé grace a une combinaison de probiotiques, comme Lactobacillus

helveticus R0052 et Bifidobacterium longum R0I175 (Arseneault-Bréard et al., 2012).

3. Problématique générale et objectifs

A la lumiére de cette recension de la littérature, il convient de faire le point quant a la
problématique a la base de notre étude. Plusieurs recherches sur la CP chez le porc ont
permis de récolter des informations sur les facteurs favorisant ce phénomene, tels que
I’environnement, la génétique et 1’alimentation. Toutefois, la relation entre les différents
facteurs pouvant provoquer ce trouble de comportement n’a pas encore fait 1’objet d’assez

de travaux pour établir que le MI y joue un role de fagon claire.

Sachant que le MI, chez plusieurs espéces animales, et particulierement chez la souris, joue
un role significatif dans le comportement de I’animal, il nous a semblé judicieux d’émettre
I’hypothése que la perturbation de la composition du MI peut étre associée a changement
de comportement de I’animal lors de stress et/ou des troubles anxieux. La CP a été choisi
comme comportement déviant afin de déterminer s’il existe un lien entre la composition
du MI et le comportement chez le porc. Si cela s’avére, des changements alimentaires
pourraient étre envisagés pour prévenir ou gérer la CP. Il nous a semblé intéressant
d’explorer cette problématique d’autant plus que 1’enjeu économique et celui du bien-étre
animal sont des plus importants pour la CP. Nous n’avons pas trouvé dans la littérature

d’étude de ce type chez I’espéce porcine. Dans ce projet, nous tenterons donc d’établir s’il
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existe une relation entre le MI et la CP chez le porc. Pour y arriver, nous nous sommes

fixés les objectifs suivants :

1. Caractériser le comportement chez les porcs lors d’un épisode de CP,

a. Sélectionner des groupes de porcs mordeurs, de porcs mordus, de porcs-contrdle
négatifs (ni mordeurs ni mordus),
b. Etudier et comparer un paramétre physiologique lié au stress, le cortisol, chez
les porcs mordeurs, les porcs mordus versus les porcs-contrdle négatifs,
2. Caractériser le MI chez les porcs mordeurs et les porcs mordus par rapport aux porcs
controle-négatifs,
a. Etudier et comparer le MI, chez les porcs mordeurs et les porcs mordus versus
les porcs contrdle-négatifs,

b. Identifier les populations bactériennes associées a la CP chez le porec.
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Abstract

Background: Tail-biting is a serious behavior disorder seen in pigs defined as the pig’s
chewing of the tail of another pig. It represents an important challenge in swine production
as it generates significant economic losses due to poor animal welfare, health and food
safety. Some solutions are already available, but are not optimal. Among others, nutrition,
in terms of feed type and composition, may have an effect on TB, probably through its
effects on the intestinal microbiota composition. In humans, intestinal microbiota is, in
fact, supposed to be a modulator of behavior. This study aimed at evaluating the association
between tail-biting and intestinal microbiota in pigs through the assessment of the intestinal
microbiota in biter and bitten pigs compared with a negative control group (non-biter and
non-bitten). The groups (12 pigs per group) were selected at the beginning of the
growing/finishing phase by a target behavior analysis centered on tail-biting (biter group)
and a score of damages caused to the tail (bitten group). During and after a tail-biting
episode, fecal and blood samples were collected for each animal. Cortisol serum level
determined by ELISA was used as an indicator of stress. The pig’s fecal microbiota was
analyzed from DNA extracted from freshly collected fecal matter using amplicon
sequencing of the V4 region of the genes coding for the 16S rRNA by Illumina MiSeq.
Results: The fecal microbiota beta diversity analysis revealed a significant difference
between biter and bitten pigs in comparison to the negative control group in terms of
structure and of the microbiota, where Lactobacillus, have been significantly higher
(p=0.001) in the negative control group compared to other groups. Quantitative real-time
PCR also confirmed that lactobacilli were more abundant in the negative control group. No
significant difference was observed on the alpha diversity. Cortisol levels were
significantly higher in biter and bitten pigs in comparison to the negative control group
(p=0.02, p=0.0076 respectively).

Conclusions: This study demonstrates that tail-biting, a severe behavioural disorder is

associated to the intestinal microbiota composition in pigs.

Keywords: Pigs, intestinal microbiota, behavioral disorder, tail-biting.
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Introduction

Tail-biting (TB) is a behavior often observed at pig farms and is expressed by the pig’s
nibbling the tail of a penmate. For this reason, TB is considered a severe behavior disorder
related to cannibalism (Taylor et al., 2010; Temple et al., 2014) causing pain, infection and
stress (Sihvo et al., 2012; Munsterhjelm et al., 2013; Di Giminiani et al., 2017) and

reducing production performance (Valros et Heinonen, 2015) in bitten pigs.

The average incidence of TB reported by several studies varies between 1.3 and 7.2%
(Taylor et al., 2010; Valros et Heinonen, 2015). These results are however based on the
assessment of ante- and post-mortem lesions and not on the observation of TB acts at the
farm. At slaughter, the degree of lesions varies from detectable lesions (70%) to severe (1
to 3%) resulting in partial or total loss of the tail (EFSA, 2007; Harley et al., 2012, 2014).
Tail-biting does not only have consequences on animal welfare, but also on the economics
of the pork chain. Costs for the industry are related to veterinary treatment (€ 0.59 per pig;
Harley et al., 2014), reduction of growth performance and total or partial carcass
condemnation (approx. € 1.10 carcass value loss) at the abattoir (CIWF, 2012; Harley et
al., 2012, 2014).

Several risk factors have been associated with TB, most of them linked to a stressful
environment, such as pigs raised on slatted floor, raised indoor (Richards, 2013),
overcrowding (Moinard et al., 2003) and poor air quality (Scollo et al., 2017; D'Eath et al.,
2016; Sonoda et al., 2013; EFSA, 2007). A strong correlation between the prevalence of
diseases, such as respiratory disorders and TB has been reported (Nannoni et al., 2014;
Moinard et al., 2003). Finally, individual and genetic characteristics seems to play a
significant role in the presence of TB in pigs, the Yorkshire pigs are more likely to be
victims compared to the landrace pigs. (Sinisalo et al., 2012). Age (TB more present at the
fattening stage), sex (females would bite more than males) (Keeling et al., 2012) and
susceptibility to rearing conditions (pigs do not react in the same way to rearing conditions
and TB) were also reported as risk factors. However, not enough information is available
about the possible correlation between these different risk factors, which makes it difficult

to identify precisely what trigger the behavior (Brunberg et al., 2016). Nutrition is also
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considered as a risk factor for TB (Sonoda et al., 2013). Indeed, pigs bite more due to
increased attraction to blood, and thus to a bleeding tail, when their diet is low in proteins
or minerals (i.e., sodium chloride), or fibre (Blokhuis et Arkes, 1984; Fraser, 1987b;
Steenfeldt et al., 2007; Meyer et al., 2015; Brunberg et al., 2016). In addition, studies have
found that the dietary supplementation with tryptophan decreased the general activity of
pigs and their attraction to blood at farms where TB is present (Smith et Penny, 1986;
Fraser, 1987a, b; Poletto et al., 2010). As precursor of serotonin, tryptophan reduces the
effects of this neurotransmitter on TB (Ursinus et al., 2013; Valros et al., 2015; Brunberg
etal., 2016).

Brunberg ef al. (2016) formulated the hypothesis that the difference between biting and
bitten pigs may be explained by the different intestinal microbiota (IM) composition, that
can be regulated by nutrition (i.e., feed composition; Longpré et al., 2016) and stress
condition. Indeed, studies on mice have showed that the absence and/or modification of
IM composition may influence the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) response to
stress (Sudo ef al., 2004; Neufeld et al. 2011), resulting in anxiety and depression (Diaz
Heijtz et al., 2011; Cepeda et al., 2017). Furthermore, some bacteria of the IM may regulate
the pathophysiology of stress-related disorders through the synthesis of serotonin (i.e,
Candida spp., Streptococcus spp., Escherichia spp. and Enterococcus spp.; Lyte, 2011;
Bonaz and Bernstein, 2013) and gamma-aminobutyric acid (some strains of Lactobacillus
spp. and Bifidobacterium spp.; Barrett et al., 2012). Stressful condition may increase the
permeability of the gastrointestinal mucosa and cause MI dysbiosis (Di Mauro et al., 2013;

Montiel-Castro et al., 2013).

The aim of this study was therefore to assess the association between the intestinal
microbiota and TB in pigs by characterizing and comparing the IM structure and
composition and stress response (as assessed by serum cortisol) between biters, bitten and

control pigs during and after a TB episode at the farm.
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i- Materials and Methods

a- Animals and housing

A total of 352 pigs (Landrace x Large White hybrid sows sired with Duroc x synthetic
hybrid boar), presenting undocked tail and of 8 weeks of age, were distributed into 32
growing-finishing pens (2.06 x 3.35 m) located in two separate rooms (16 pens/room) at a
conventional farm. See description of the experimental setting in Additional file 1. Each
pen contained 11 pigs (6 females and 5 males). To ease identification, pigs were tagged
and their back painted with a 25-30 cm colored number (0-10). This labeling was

supplementary to the ear-tag system already in place in the herd.

Pigs were fed a commercial corn and soy based granulated diet. The feeding protocol
consisted of: pre-fattening feed with 0.5 kg/ton of Salinomycin for two and a half weeks,
fattening feed with 0.5 kg/ton of Salinomycin for three and a half weeks, No.1 growth feed
with 0.21 kg/ton of Salinomycin for three and a half weeks, No.2 growth feed with 0.21
kg/ton of Salinomycin for 10 days and finishing feed with 0.15 kg/ton of Narasin until the
end of fattening. Animals had a free access to food and water at all times. Ambient
conditions (ventilation and temperature) were established according to conventional

breeding recommendations.

All pigs were handled and treated in accordance with the guidelines of the local animal
welfare committee and the Canadian Council on Animal Care Guidelines (CCAC, 2009).
The protocol was approved by the Ethics Committee of the Faculty of Veterinary Medicine
of the University of Montreal, certificate number 17-Rech-1858.

b- Behavioral assessment

Tail-biting behaviors were recorded as two-dimensional images on video cameras (1080p
resolution, day/night). The camera’s caption frequency was 4 Hz with a recording capacity
of 7 days. For 32 pens, 16 cameras were installed above the pens in a position that allowed
to film two pens at a time. A continuous 24h/24h recording was done, from the beginning

to the end of a TB episode. These recordings were transferred to a computer every two
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days for analysis of pigs behavior. A two-minutes interval sampling (Darmaillacq et Lévy,

2015) on a 24 hours video in four pens from which animals presented tail-biting was done

as a preliminary test in order to determine the periods when the biting of tails occured.

Subsequently, five pens where tail-biting was present were selected for developing an

ethogram (Table 1) based on a pre-observation period of 48 hours video recordings. The

main behaviors presented in the ethogram included tail accessibility, nibbling of the tail by

the biter, duration of the nibbling behavior, frequency of tail nibbling, time when the

nibbling occurred and the receiver’s response.

Table 1. Ethogram: behavior noted during the growing period (Adapted from Quent, 2015)

Behavioral Codes | Behavioral Items Description
classes
Rest R Rest Eyes closed (= not awaken)
or open (= awaken)
Intake N Eating Food intake from the feeder
Drinking water from the
B Drinking trough
Explorative FL Sniffing, licking of the enclosure, Orientation of the head
behavior nosing towards a substrate (floor,
towards the walls) and sniffs, smells or
enclosure licks
Harmless social | CQ Contact with the tail (with reaction -) | Touches the tail with a
behavior reaction from the receiver,
who is startled or moves
CcQ Contact with the tail (without away.
reaction) Touches the tail without a
reaction from the receiver,
DQ who doesn’t move.
Moves the tail (with reaction -) Moves the tail with a reaction
from the receiver, who is
DQ startled or moves away.
Moves the tail (without reaction) Moves the tail without a
reaction from the receiver,
who doesn’t move.
Harmful social | PQG ™~ | Takes the tail in its mouth (with a Takes the tail in its mouth
behavior (biting reaction -) with a reaction from the
of the tail) receiver, who is startled or
PQG moves away.
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Takes the tail in its mouth (without Takes the tail in its mouth
reaction) without a reaction from the
receiver, who doesn’t move.

Ethogram elaborated from pre-observations of a 48h video recording in 4 pens where tail-biting was present,

watching the behaviour of pigs and focusing on biting of the tail.

In order to further define groups of animals to be studied, the “target behavior sampling”
method (Darmaillacq et 1évy, 2015) centered on observations of the behavior of interest
(tail-biting) was used on recordings of the ten pens where tail-biting was present, based on
the ethogram elaborated. Sampling observations were distributed among two periods: from
10:00 am to 12:00 am and from 20:00 pm to 22:00 pm, which corresponds to the
culmination points of tail-biting activities, based on the ethogram. Sampling survey lasted
for eight consecutive days until the study groups included 12 biter pigs, 12 bitten pigs and
12 negative controls (non-bitten, non-biter). Regarding the control pigs, they were selected
in pens where tail-biting behaviors were absent, according to the criteria defined in the
ethogram. For the group of bitten pigs, all animals were examined on the basis of a growing
scale of tail damage scores from 0 to 3 (0: no lesion, 1: presence of scratches, 2: presence
of a moderate bleeding lesion, 3: significant lesion with sometimes a loss of tail section)
(Ifip, 2016). The bitter pigs were selected according to the elaborated ethogram. This
examination was made in-farm every two days in the 10 pens where tail-biting was present
among the 32 pens of the study. All selected pigs were kept in their respective pens to
continue observing them in their original and known environment. The behavior of all
groups were studied simultaneously throughout a tail-biting. During the same period, we

analyzed intestinal microbiota and cortisol.

We also used a positive control group (12, non-bitter and non-bitten ATB treated) in which
compositional changes of the intestinal microbiota were induced by the addition of the
antibiotic (ATB) chlortetracycline at 1210 ppm to their diet during seven days before each

sampling date. No blood sample has been taken for cortisol analysis in this group.
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c- Blood and feces sampling

All pig groups (biter, bitten, negative controls), containing 12 pigs each, were sampled
during two different periods: t0 (Pig age: around 12 weeks) started right after the selection
of the groups and t1 (4 weeks after t0) which corresponded to the time when the tail-biting

episode was considered finished.

For faeces sampling, fresh fecal material was collected directly from the rectum of animals.
A one gram fraction (from five 200 mg subsamples from the same animal) was frozen

immediately in liquid nitrogen and subsequently stored at -80°C until DNA extraction.

Blood (approx. 5 ml) was collected from the jugular vein of snared pigs by an experienced
technician in the pen. Blood samples were kept at room temperature for 2 h to allow blood
to clot prior to centrifugation (15 min at 1,000 x g). The serum was transferred to 1.5-mL

Eppendorf tubes and stored at -80°C pending cortisol concentration analysis.

d- ELISA targeting stress hormone
Serum cortisol concentration was determined using the Cortisol ELISA Kit (Pig) (Abnova,
Taiwan, catalog number KA2338, 96 assays). The minimum detectable concentration of

cortisol for this test was estimated at 0.2 ng/ml.

e- Sequencing of 16s ribosomal RNA genes

The total DNA was extracted from 500 pg of each frozen faeces sample with the phenol-
chloroform technique, as described by Thibodeau et al. (2015). Briefly, the cells were lysed
with 500 ml of lysis buffer composed of 500 mM of Tris-HCl (#BP-153-1 Fisher
Chemical), 1% of SDS (#0-2674-25 Fisher Chemical) and 200 mM of EDTA (#BP-120-
500 Fisher Chemical). A mechanical lysis was then executed using a FastPrep® during 40
seconds at 6 m/s and repeated 5 minutes later, with samples kept on ice between runs.
Proteins were subsequently separated from the DNA by the use of phenol: chloroform:
isoamylic 25:24:1 (#P2062-100 Sigma-Aldrich). The phenol traces were removed by the
use of chloroform: isoamylic 24:1 (C0549-1QT Sigma-Aldrich). The DNA was
precipitated by 90% ethanol and then solubilized in a solution of 1 mM Tris-HCI and 0.1
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M EDTA. Negative controls without faeces and positive controls with a known bacterial
community (ZymoBIOMICS ™ microbial community standard from Epigenetics
Company, Cederlane) were processed alongside the fecal samples. The purified DNA
samples were quantified by QFX Fluorometer (DeNovix) with Qubit BR test (Fisher
Scientific, Ottawa, Canada). The DNA extracts were stored at -20°C for further analyzes.
The V4 region of the 16S rRNA gene was amplified by PCR using primers 515FP1-CS1F
ACACTGACGACATGGTTCTACAGTGCCAGCMGCCGCGGTAA and 806RP1-
CS2RTACGGTAGCAGAGACTTGGTCTGGACTACHVGGGTWTCTAAT

(Invitrogen, United States) (Caporaso et al., 2012). The Platinum SuperFi PCR Master Mix
(Invitrogen, United States #12351-010) was used with 12.5 ng of DNA in a total reaction
volume of 25 ng. The amplification was carried out according to the following conditions:
95°C for five minutes, followed by 23 amplification cycles and a final elongation at 72°C
for 10 minutes. The three stages of amplification cycles were: 30 seconds at 98°C, 30
seconds at 55°C and three minutes at 72°C (Caporaso et al., 2012). Subsequently, 20 pl of
amplified fragments (PCR products) were sent to Genome Québec for sequencing (2x250
pb) by an Illumina MiSeq platform. All sequences obtained were analyzed using Mothur
software version 1.35.5 (Kozich et al., 2013), following the protocols developed in our
laboratory (Lariviere-Gauthier ef al., 2017). A taxonomic assignment of the sequences was
made using the Ribosome Database Project (RDP). The sequences with a 97% similarity
(species level) were grouped into operational taxonomic unities (OTUs). Different indexes
(number of OTUs, coverage, Shannon index and inverse Simpson's index) were calculated
in Mothur to analyze alpha diversity of fecal samples from pigs of different groups, at t0
and t1, using a subsample of 32 374 sequences to decrease possible bias caused by non-
uniform samples. For beta diversity analysis, the distance between all samples was
measured by the Yue-Clayton calculator and the Jaccard index using the same number of
sequences as previously used. Similarities of the bacterial communities were visualized by,
a non-metric multidimensional scaling (NMDS) graph, and each two groups (Bitter/Bitten,
Bitter/Negative Control, Bitten/Negative Control) were compared at t0 and tl by the
analysis of molecular variance (AMOVA) test (Martin., 2002). In addition, LEfSe analysis
(Segata et al., 2011) was used to discover bacterial taxa significantly associated with each

group within each sampling (t0 and t1).
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f- Real-time quantitative polymerase chain reaction of specific bacterial populations

In order to validate and quantify some of the results obtained from sequencing, a
quantitative PCR targeting lactobacilli was performed on all samples (at t0 and tl).
Standard curves were made from amplicons derived from control strains (Lactobacillus
acidophilus atcc 314). Each well contained 4 pl of Evagreen (MBI Montreal Biotech inc.,
Kirkland, Canada), 0.6 ul of foward primer, 0.6 pl of reverse primer, 12.8 pl of water and
2 ul of DNA at 10 ng/pl. The amplification was done by a LightCycler 96 real-time PCR
(Roche diagnosis, Mannheim, Germany) according to the following program: 50°C for two
minutes, 95°C for ten minutes, followed by 45 amplification cycles of 95°C for fifteen
seconds and 60°C for sixty seconds, witha high resolution fusion at the end.

The EvaGreen mastermix (Montreal Biotech, Montreal, Canada) and specific primers were
combined to 10 ng of DNA for a reaction total volume of 30 pl. The results (number of

gene copies) were expressed in log per ng of DNA.

g- Statistical analysis

The test used to compare the tail-biting frequencies was a linear model with repeated
measurements and time used as an intra-subject factor. (software SAS v9.3).

Regarding the comparison of the different indexes of the alpha diversity, a linear model of
repeated measurements with time used as intra-subject factor and the group as an inter-

subject-factor was used.

The test used to compare the results obtained from quantitative PCR and serum cortisol
levels was a linear model with the group as factor between subjects. A priori contrasts were
used to compare the averages between the different groups.

The AMOVA test was used to compare the beta diversity between the different groups
(comparison 2 groups at a time) using Mothur software (Kozich et al., 2013).

Regading the cortisol, a linear model used with a group as an inter-subject-factor was used.
All the statistical tests were made at t0 and t1 by comparing the following groups:
bitter/negative control, bitter/bitten, bitten/negative control. The alpha threshold (different

than 0.05) was adjusted downwards with the sequential method of Benjamini-Hochberg.
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ii- Results

a- Tail-biting behaviour

In this study, tail-biting behaviours were already observed in 10 pens (out of 32) after the
first 5 weeks of the growing/finishing phase. About 40 biter pigs were then preselected by
the “behavior sampling method” (two observations of two hours/24h for 7 days). Initial pig
selection was determined based on tail-biting frequencies ranging from 5 to 39 bites during
the pre selection period. To obtain the required sample size (12 pigs), biters were further
selected based on the highest biting frequency (> 20 bites) in the different observation

periods within the same week and allocated into 7 pens (Fig. 4).

Number of bites during the observation
period (1 week)

;uudUU‘UUHHHH[ (11

234567 8910111213141516171819202122232425262728293031323334353637383940

Biter pigs
Fig. 4
Diagram showing bites number for each pig over a one week observation period and threshold retained to

select biter pigs within the 10 pens where tail-biting was present. The threshold was selected based on the
highest tail-bite number and according to the required number of pigs for the study.

Within the 10 pens where tail-biting behavior was observed, 70% of pigs presented no tail
damage (0 score), while 13 and 17% showed some scratches (score 1) and a small bleeding
lesion (score 2) on the tail, respectively. Twelve pigs chosen within the score 2 tail damage
group were used to create groups of bitten individuals and were distributed into 7 pens.
Furthermore, 12 pigs randomly selected out of the 0 score tail damage group were defined

as control.
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b. Behavior and tails condition through the study

In regards to the behavior of the biter pigs selected it was observed that tail-biting reached
a peak at the moment of selection (t0) and then decreased in the following weeks until it
became practically nonexistent at the fourth week (tl). This relatively quiet period
continued until the end of the growing period for the twelve selected biter pigs (fig. 5).

However, new cases of tail-biting occurred in other pens.
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Variation of tail-biting in biters over time. Graph representing the behavior tracking of the 12 selected
biter pigs according to time during the tail-biting episode. t0: at the moment of biter pig’s selection. t1: 4
weeks following selection. *p<0.0001.

All tails of bitten pigs healed between 2 and 4 weeks after selection (t1) and remained intact
until the end of the finishing period. Finally, controls never become biters or bitten pigs

during the study.

c. Variation of serum cortisol concentration

Serum cortisol levels were higher in biter and bitten pigs than negative control pigs at t0
(p = 0.2 and p < 0.01, respectively; Fig. 6). No difference in cortisol levels was found
between groups at t1 (p>0.05).

No difference was observed between the bittens and bitters at t0 and t1.
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Diagram representing the average cortisol serum concentrations of biter and bitten pigs versus the negative control

pigs during a tail-biting episode. t0: started right after the selection of the groups. t1: started four weeks after the
selection. * p < 0.02: ** p < 0.0076.

d. Alpha and beta diversity

A total of 6 434 624 sequences were obtained by sequencing 94 samples (at t0 and t1). The
sequences were grouped into 12 810 OTUs with a 97% similarity. Samples contained in
average 69 189sequences and 136 OTUs. The lowest value observed for a sample was 32
374 sequences and 252 OTUs and the highest value was 92 843 sequences and 1 257 OTUs.
Most of the sequences were bacterial (6 297 598 sequences, ie 97.01% of all the sequences)
and Archean sequences (193 567 sequences, ie 2.98%).

The negative controls for DNA extraction and PCR presented respectively 139 and 4807
sequences. An acceptable error rate of 0.094% was observed, based on the composition of

the reference community.

When we compared the positive control group (non-bitter and non-bitten ATB treated) with
the negative control group (non-bitter and non-bitten), a significant difference was found
in both alpha diversity and in beta diversity using the Yue & Clayton index (Yue and

Clayton) that takes into account relative abundances. To visualize this result, a NMDS
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graph was created for t0 and t1. This difference was also significant using the Jaccard index

[see Additional file 2].

i) Alpha diversity
When comparing each two groups at t0 and t1, no significant variation in the alpha diversity

was detected (Table 2).

Table 2

Comparison of alpha-diversity indices of the intestinal microbiota of selected groups

Indexes Groups at t0 Groups at t1

Biter pigs Bitten pigs  Negative  Biter pigs  Bitten pigs Negative

controls controls
OTUs 777.85 784.38 791.55 769.28 &15.56 834.31
Shannon- 0.7217 0.7323 0.7118 0.7099 0.7345 0.7356

even
Inverse 50.3186  55.6332 44.2283 44.2646 53.5795 55.216
Simpson

Comparison of alpha-diversity indexes of the intestinal microbiota of biter and bitten pigs versus the negative

control pigs during a tail-biting episode. t0: right after the selection of the groups. t1: four weeks later.

ii) Beta diversity

Beta-diversity was compared between selected groups using the AMOVA statistical test

(Table 3).
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Table 3 Comparison of beta-diversity of the intestinal microbiota of selected groups

AMOVA (p-val
Time Compared groups (p-value)
Yue and Clayton  |Jaccard

Biter 0.001* 0.246

t0
Bitten Negative 0.001* 0.306

control

f Biter 0.244 0.318

Bitten 0.295 0.55

Analysis of intestinal microbiota’s beta diversity of biter and bitten pigs versus the negative control pigs

during the tail-biting episode. t0: started right after the selection of the groups. t1: started four weeks later.

Based on 1 000 subsampling of 32 374 sequences.

* Statisticaly significant after adjusting the alpha threshold downwards with the sequential method of

Benjamini-Hochberg.

For the comparison of the negative control group with the biter and bitten pigs, a significant
difference in structure was observed using the Bray-Curtis index at t0 (fig. 7), but none

when using the Jaccard index. Conversely, no significant difference was observed at t1(fig.

7), using both indexes.
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Non-metric multidimensional scaling (NMDS) plot illustrating the comparison of intestinal microbiota of
biter and bitten pigs versus the negative control pigs. t0: started right after the selection of the groups. t1:
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started four weeks after the selection. Blue: negative control pigs; Red: biter pigs; Pink: bitten pigs.

Sequences with 97% similarity were grouped into OTUs which were considered equivalent
to the species. To identify bacterial taxa associated with the intestinal microbiota between
the different groups at each sampling time, a LEfSe analysis was performed. When

comparing the control group with the biter group at t0, two different genera and twenty-

47



two different species were associated with the biter group and seven genera and twenty
species were only associated with the negative control group. It has been noticed that the
genus Corpoccocus and two unclassified species (bacteroidetes and firmicutes) of
Bacteroidetes _uniclassified were the most abundant, with the highest LDA scores followed
by the genus Corpoccocus (LDA= 3.3) in the biter group, the genus Lactobacillus and the
Lactobacillus species (LDA= 4.47) in the negative control group [see Additional file 3].

At tl, two different genus and nine different species were associated with the negative
control group. The most associated were the Roseburia genus and the species

Lachnospiraceae _unclassified. [see Additional file 4].

When comparing the negative control group with the bitten group at t0, five different
genera and thirty-three different species were associated with the bitten group. As for the
negative control group, four genera and twenty-three species were associated with this
group. It has been noticed that the genus Sphaerochaeta and the species
Phascolarctobaterium (LDA= 3.61) were the most associated with the bitten group and the
genus Lactobacillus while the species Lactobacillus (LDA= 4.58) with the negative control

group [see Additional file 5].

As for t1, one genus (A/istipes) and five Species were found in the bitten group compared
to five Species only found in the negative control group. The most associated species for
the bitten group was Prevotella. A different Prevotella species was the most associated one

with the negative control group [see Additional file 6].

e. Real-time quantitative polymerase chain reaction

A PCR assay was performed to quantify and confirm some results obtained by sequencing
for lactobacilli. A significant difference was observed when comparing biter and bitten
pigs with negative control pigs at t0, with respective average of 1.15 and 1.11 log of the
number of copies of gene/ng of DNA. However, no difference was observed at t1(fig. 8).

This confirmed the results obtained during the LEfSe analysis.
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Fig. 8
Diagram illustrating the average log of gene copy numbers of lactobacilli in biter and bitten pig’s fecal matter

samples versus the negative control pigs during the tail-biting episode. t0: started right after the selection of
the groups. t1: started four weeks later. * p <0.003

Discussion

The aim of this study was to determine a possible link between pigs tail-biting behaviour
and their intestinal microbiota. In order to achieve this, a selection of different groups
(biter, bitten and positive and negative controls) was done in a commercial fattening setting
during a tail-biting episode with the help of video recordings. Similar to a number of studies
(D’Eath et al., 2014; EFSA, 2007; Taylor et al., 2012; Li et al., 2017), in this study tail-
biting appeared two weeks after the start of the growing period and initially only in a couple
of non-contiguous pens. Tail biting within the farm appeared heterologous in time (Ursinus
et al., 2014). The tail-biting behaviour decreased gradually in the 12 selected bitter pigs
until it became practically nonexistent at the fourth week after t0. However, we noticed
some new cases of TB in other pens emerging later on in the fattening unit. Tail biting

within the farm appeared heterologous in time (Ursinus et al., 2014).

The present study addresses this association and provides new information on the structure

and the composition of the microbial community of biter and bitten pigs compared to pigs
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not exhibiting any sign of biting or being bitten, raised in the exact same conditions as all
other pigs in the study. We compared cortisol levels, a traditional measure of stress in pigs,
(Ruis et al., 2001) in the different groups. In comparison to the negative control group, at
t0, cortisol levels were higher in both biter (when tail-biting was at its peak) and bitten pigs
(where fresh lesions were present). In fact, it has been reported that acute stress in pigs
causes higher cortisol levels (Ruis et al., 2001; Valros et al., 2013). In regards to the bitten
pigs, our results are in agreement with previous results showing high cortisol levels for
bitten pigs, as measured by sampling saliva from pigs showing moderate and fresh lesions

(Smulders et al., 2006).

At tl, contrary to t0, there was no significant difference in cortisol levels when we
compared the bitter (after the tail-biting episode) and bitten pigs (when lesions on the tail
were healed) to the negative control group. When we compared bitter and bitten pigs, there
was no difference in cortisol levels either at t0 or tl. Many studies already used high
throughput sequencing methods to explore the composition of animal’s intestinal
microbiota. In this study, we compared the structure and the composition of the microbial
community in stool samples of biter and bitten pigs to negative controls, by sequencing the

V4 region of the 16S RNA gene.

As part of the validation of our methodoly to study the IM structure, one group of pigs was
treated with antibiotics in order to have a positive control for intestinal microbiota changes.
Our results showed that the antibiotic had indeed an impact on the relative abundance and
the presence or absence of specific species, as expected. It is well-known that antibiotics
have an important impact on the diversity and the representation of specific taxa in the

intestinal microbiota (Jernberg et al., 2007).

We observed that biter and bitten pigs have a different microbiota composition in
comparison to negative control groups. In our current state of knowledge, these bacterial
species found respectively in biter and bitten pigs (Coprococcus, Phascolarctobacterium),
are not yet reported as having an association with behavioral disorders. The same

observation stands for the Coprococcus and Spaerochaeta genera.
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We described here for the first time the relationship between tail-biting and structure and
composition of fecal microbiota of biter and bitten pigs in comparison to negative controls.
Since this character is considered as a severe behavioral disorder in pigs, it could be
interesting to analyze results in reference to what is already known in other species such as

in human and mice, where it has been demonstrated that change in IM are related to stress.

We show here that, the relative abundance of Lactobacillus species allowed us to
distinguish negative control groups from biter and bitten groups, as demonstrated by
amplicon sequencing and qPCR. It has been already reported that some species of
Lactobacillus are associated to behavior (anxiety and depression) in human (Cepeda et al.,
2017; McKean et al., 2016; Maes et al., 2012) and mice (Wikoff et al., 2009; Valladares
et al., 2013). Therefore, different species of the Lactobacillus genus are widely used in
probiotics for decreasing behavior disorders, such as Lactobacillus rhamnosus JB-1 for
anxiety and stress (Bravo et al., 2011) and Lactobacillus helveticus R0052 for depressif
behaviors (Messaoudi ef al., 2011). It would nevertheless be appropriate to establish a
cause-effect relationship between the species and genera found and tail-biting.

Since this study was carried out in the field, it must be noted that different risk factors most
of which are also stress factors (Richards, 2013) (associated with tail-biting were already
present, such as entire tails, slatted floors without enrichment and a relatively high density
(eleven pigs in each pen instead of ten) (EFSA, 2007). It’s noteworthy to mention that biter
and bitten pigs were in the same pens. Therefore, it is not possible to conclude on the impact
of these factors, since all pigs were subject to the same environment. Also, we cannot
exclude the possibility that one or more of these factors may have had a role in the
emergence of TB. However, efforts were made to note changes in health conditions that
could have influenced the emergence of tail-biting, but no apparent change was observed.
Furthermore, the aim of our study was not to identify risk factors associated with TB; rather

it was to investigate an association between TB and the IM.

Stress can generate an increase in the permeability of the gastro-intestinal mucosa (Gareau,
2008) and cause dysbiosis (imbalance of bacteria producing neurotransmitters that control

animal behavior), that in return can cause a behavior disorder such as biting of the tail. The
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opposite hypothesis is also possible, that is dysbiosis causing stress in pigs, which then
transpires as a behavioral disorder: tail-biting. The present study doesn’t allow us to
determine the causal link of this phenomenon. Other studies will be needed in order to
clarify this causal link and the involvement of other components of the intestinal brain axis

in this behavioral disorder in pigs.

Conclusion

Overall, the results of this study provided the first ever evidence of a relationship between
the expression of tail-biting in pigs (biters and bitten) and the intestinal microbiota
diversity. We indeed demonstrated that the TB behavior is associated to the IM beta
diversity. The microbiota of biter and bitten pigs was also different, in terms of structure
and composition, from the negative control group. Furthermore, biter and bitten pigs were
found to be stressed in comparison to the negative control group, as illustrated by higher
cortisol levels. Pigs in the negative control group had more Lactobacillus genus, which has
also been associated to human and mice behavior. However, the mechanisms underlying
the association between tail-biting and IM are still unknown and further studies are needed

in order to better understand the causal link between TB and IM.
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Supplementary material

Additional file 1:

Fig. 9 On farm experimental setting. A total of 352 pigs were distributed into two rooms,
in which 32 (2 x 16) flat deck pens of 2.06 m x 3.35 m were used. There were 11 pigs per
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pen (six females and five males). To facilitate the recognition of individuals in a pen, a

colored number from 0 to 10 was painted on the animal’s back. This labeling was

supplementary to the ear-tag system already in place in the herd.

Their behaviour monitoring was made by using 16 surveillance cameras.
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Additional file 2.
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Fig. 10 Non-metric multidimensional scaling (NMDS) plot illustrating the comparison
of intestinal microbiota of the ATB treated positive control group with the negative
control pigs. (a) t0: started right after the selection of the groups. (b) t1: started four

weeks later. Blue: negative control pigs; yellow: ATB treated positive control group.
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Additional file 3

Table 4: OTU and genera associated with biter pigs versus negative control pigs, at t0

GENUS

Taxonomy Class LDA | pValue
Coprococcus B.F.C.Clostridiales.Lachnospiraceae biter 3.30 | 0.0163
Clostridium IV B.F.C.Clostridiales. Ruminococcaceae biter 2.69 |0.0312
Lactobacillus B.F.Bli.Lactles.Lactctobacillaeae N. control | 4.47 | 0.0031
Butyricicoccus B.F.C.Cles.Bacteroidales N. control | 3.54 | 0.0363
Pseudobutyrivibrio | B.F.C.Cles..Lachnospiraceae N. control | 2.54 | 0.0163
OTU

Taxonomy class LDA | pValue
0Otu00020 B.Btes.Bacteroidetes ucld biter 4.03 | 0.0097
Otu00069 B.Firmicute ucld biter 3.41 | 0.0007
Otu00045 B.F.C.Cles.Lachnoe.Coprococcus biter 3.25 |0.0163
Otu00096 B.Btes.Bdia.Bles.Prceae.Prevotella biter 3.01 | 0.0476
Otu01288 B.F.C.Cles.Ruminoc.Faecalibacterium biter 2.86 | 0.0404
Otu00128 B.F.C.Cles.Lachno.Blautia biter 2.79 10.0363
Otu00027 B.Btes.Btes ucld biter 2.77 10.0116
Otu00139 B.Btes.Bdia.Bles.Prceae.Alloprevotella biter 2.72 | 0.0363
Otu00107 B.Btes.Btes ucld biter 2.70 | 0.0263
Otu01045 Clostridiales ucld biter 2.66 | 0.0036
Otu01146 Clostridia_ucld biter 2.65 | 0.0404
Otu01361 B.Btes.Bdia.Bles.Prceae.Prevotella biter 2.63 |0.0414
0Otu00975 Ruminococcaceae ucld biter 2.61 |0.0113
Otu00797 Clostridiales ucld. biter 2.60 | 0.0404
Otu01377 B.Firmicutes ucld biter 2.60 | 0.0404
Otu01071 Clostridiales ucld Biter 2.58 | 0.0299
Otu01557 Lachno_ucld Biter 2.54 | 0.0404
Otu00169 Clostridiales ucld Biter 2.54 10.0011
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Otu00152 B.Btes.Bdia.Bles.Prceae.Prevotella biter 2.54 |0.0225
Otu00797 Clostidiales ucld biter 2.52 10.0404
Otu01506 Bacteroidale ucld biter 2.50 |0.0404
Otu01628 B.Btes.Bdia.Bles.Prceae.Prevotella biter 2.49 |0.0404
Otu00002 B.F.Bacilli.Lactles.Lactceae.Lactobacillus N. control | 4.51 | 0.0016
Otu00016 B.F.C.Cles.Lachno.Cellulosilyticum N. control | 3.94 | 0.0056
Otu00037 B.Btes.Bdia.Bles.Prceae.Prevotella N. control | 3.42 | 0.0163
Otu00142 Actinobacterium_ucld N. control | 3.17 | 0.0193
Otu00164 Ruminococcaceae ucld N. control | 3.02 | 0.0163
Otu00132 B.F.C.Cles.Peptococcaceae 1.Peptococcus N. control | 2.86 | 0.0488
Otu01257 B.F.C.Cles.Ruminoc.Ruminococcaceae_ucld N. control | 2.77 | 0.0254
0Otu00245 B.Btes.Bdia.Bles.Prceae.Prevotella N. control | 2.76 | 0.0422
Otu01360 B.F.C.Clostridiales ucld N. control | 2.76 | 0.0105
Otu01975 B.F.C.Cles.Lachno.Dorea N. control | 2.76 | 0.0254
Otu01968 Porphyromonadaceae ucld N. control | 2.73 | 0.0254
Otu00267 B.Btes.Bdia.Bles.Prceae.Paraprevotella N. control | 2.71 | 0.0362
0Otu02401 Ruminococcaceae_ucld N. control | 2.70 | 0.0254
Otu01725 B.Btes.Bdia.Bles.Prceae.Prevotella N. control | 2.62 | 0.0141
Otu00258 B.Oxalobacteraceae ucld N. control | 2.61 | 0.0080
Otu00241 B.Prote.Gprot.Aerles.Suceae.Succinivibrio N. control | 2.61 | 0.0312
Otu00181 B.Spiro.Spirotia.Spiroles.Spiroceae. Treponema | N. control | 2.58 | 0.0116
Otu00175 B.F.C.Cles.Lachno.Pseudobutyrivibrio N. control | 2.54 | 0.0163
Otu00159 B.F.C.Cles.Ruminoc.Oscillibacter N. control | 2.54 | 0.0488
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Additional file 4

Table 5: OTU and genera associated with biter pigs versus negative control pigs, at tl

GENUS
Taxonomy Class LD |pValu
A e
Roseburia B.F.C.Cles.Lachnospiraceae N. 3.23 | 0.042
control 2
Anaeroplasm | Anaeroplasmataceae.Anaeroplasma N. 291 | 0.042
a control 2
OTU
Taxonomy LD | pValu
A e
Otu00051 B.F.C.Cles.Lachnospiraceae ucld N. 3.46 | 0.019
control 3
Otu00075 B.Btes.Bdia.Bacteroidales ucld N. 3.39 1 0.000
control 4
Otu00035 B.F.C.Clostridiales ucld N. 3.23 | 0.042
control 2
Otu00114. B.F.C.Cles.Lachnospiraceae ucld N. 2.89 | 0.031
control 2
Otu00093 B.Bacteroidetes ucld N. 2.79 1 0.011
control 6
Otu00149 B.F.C.Clostridiales ucld N. 2.69 | 0.026
control 6
Otu00160 B.F.C.Cles.Ruminococcaceae_ucld N. 2.64 | 0.019
control 3
Otu00267 B.Btes.Bdia.Bles.Prceae.Paraprevotella N. 2.64 | 0.042
control 2
Otu00210 B.Btes.Bdia.Bles.Porphyromonadaceae u | N. 2.50 | 0.026
cld control 7
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Additional file 5

Table 6: OTU and genera associated with bitten pigs versus negative control pigs, at t0

GENUS
Taxonomy class LD | pValu
A e
Sphaerocha | B.Spt.Sptia.Sptales.Sptceae Bitten 3.21 | 0.0056
eta
Blautia B.F.C.Cles.Lachnospiraceae Bitten 2.96 | 0.0312
Lactobacill | B.F.Bacilli.Lactobacillales.Lactobacillaceae | n. 4.57 | 0.0068
us control
Intestinimo | B.F.C.Cles.Ruminoc n. 3.38 | 0.0363
nas control
OTU
Taxonomy class LD | pValu
A e
Otu00010 B.F.Nega.SelS8moles.Ac.Phascolarctobacteri | bitten 3.61 | 0.0487
um
Otu00027 B.Btes.Btes ucld.Btes ucld.Btes _ucld.Btes u | bitten 3.26 | 0.0138
cld
Otu00104 B.Btes.Bdia.Bles.Bles ucld.Bles ucld bitten 3.18 | 0.0068
Otu01288 B.F.C.Cles.Ruminoc.Faecalibacterium bitten 3.17 | 0.0405
Otu00174 B.Spt.Sptia.Sptales.Sptceae.Sphaerochaeta bitten 3.16 | 0.0423
Otu01451 B.Btes.Bdia.Bles.Porphy.Parabacteroides bitten 2.90 | 0.0191
Otu00069 B.F.F ucld F ucld F ucld F ucld bitten 2.87 | 0.0068
Otu01334 B.ActinoB.ActinoB.CorioBles.CorioBceae.uc | bitten 2.85 | 0.0405
ld
Otu00128 B.F.C.Cles.Lachnospiraceae.Blautia bitten 2.71 | 0.0267
Otu00950 B.Btes.Bdia.Bles.prevceaee.Alloprevotella bitten 2.70 | 0.0405
Otu00152 B.Btes.Bdia.Bles.prevceaee.Prevotella bitten 2.69 | 0.0132
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Otu00169 B.F.C.Cles.Cles ucld.Cles ucld bitten 2.69 | 0.0228

Otu00950 B.Btes.Bdia.Bles.prevceaee.Alloprevotella bitten 2.67 | 0.0405

Otu01231 B.F.C.Cles.Ruminoc.Ruminoc_ucld bitten 2.62 | 0.0405

Otu01557 B.F.C.Cles.Lachnospiraceae.ucld bitten 2.55 | 0.0405

Otu00182 B.F.C.Cles.Cles ucld.Cles ucld bitten 2.52 | 0.0228

0Otu00266 B.F.C.Cles.Lachnospiraceae.Blautia bitten 2.52 | 0.0228

Otu00002 B.F.Bacilli.Lactles.Lactceae.Lactobacillus n. 4.58 | 0.0031
control

Otu00016 B.Btes.Bdia.Bles.Bles ucld.Bles ucld n. 4.03 | 0.0011
control

Otu00054 B.Btes.Bdia.Bles.prevceaee.Prevotella n. 3.59 | 0.0423
control

Otu00090 B.F.C.Cles.Ruminoc.Intestinimonas n. 3.38 | 0.0192
control

Otu01257 B.F.C.Cles.Ruminoc.Ruminoc_ucld n. 2.62 | 0.0254
control

Otu00181 B.Spt.Sptia.Sptales.Sptceae. Treponema n. 2.59 1 0.0116
control

Otu01725 B.Btes.Bdia.Bles.prevceaee.Prevotella n. 2.59 | 0.0359
control

Otu00258 B.ProteoB.BetaproteoB. BurKles.Oxalo. ucld | n. 2.55 10.0228
control

Otu01975 B.F.C.Cles.Lachnospiraceae.Dorea n. 2.51 | 0.0254
control
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Additional file 6

Table 7: OTU and genera associated with bitten pigs versus negative control pigs, at t1

GENUS

Taxonomy class LD |pValu

A e

Alistipes | B.Btes.Bdia.Bles.Rikenellaceae bitten 2.91 | 0.036
OTU

Taxonomy class LD |pValu

A e

Otu0002 | B.Btes.Bdia.Bles.Prevotellaceae.Prevotella bitten 3.52 1 0.019
1
Otu0017 | B.Sptes.Sptia.Sples.Spceae.Sphaerochaeta bitten 3.01 | 0.042
4
Otu0002 | B.Btes.Bdia.Bles.Prevotellaceae.Prevotella bitten 2.95 1 0.042
9
Otu0015 | B.F.C.Cles.Cles _ucld.Cles ucld bitten 2.78 | 0.019
7
Otu0020 | B.Bacteroidetes ucld bitten 2.53 | 0.036
0
Otu0000 | B.Btes.Bdia.Bles.Prevotellaceae.Prevotella N. 3.90 | 0.022
1 control
Otu0005 | B.Btes.Bdia.Bles.Prevotellaceae.Prevotella N. 3.37 10.011
4 control
Otu0012 | B.Btes.Bdia.Bles.Prevotellaceae. Prevotellaceae | N. 2.82 1 0.036
1 _ucld control
Otu0023 | B.Btes.Bdia.Bles.Porphyceae.Porphy ucld N. 2.55 10.013
1 control
Otu0018 | B.F.C.Cles.Ruminoc.Ruminococcaceae_ucld N. 2.51 | 0.036
9 control
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Taxons Abreviations:

B: Bacteria, Btes: Bacteroidetes, Bdia Bacteroidia: , Bles: Bacteroidales, F: Firmicute, C:
Clostridia, Cles: Clostridiales, Ruminoc: Ruminococcaceae , Nega: Negativicutes, Spt:
Spirochaetes, Sptia: Spirochaetia, Sptales: Spirochaetales, Sptceae: Spirochaetaceae,
Lachno: Lachnospiraceae, proteob: Proteobacteria, Betapb: Betaproteobacteria,
BurKles: Burkholderiales, Oxal: Oxalobacteraceae, prevceae: Prevotellaceae, Ac:
acidaminococcaceae, Porphy: Porphyromonadaceae, ucld : unclassified, N. control:
Negative control, LDA: Linear Discriminant Analysis, t0 : right after the selection of the
groups. tl: started four weeks after selection of the groups.
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CHAPITRE 4. Discussion générale



Chez le porc, il existe plusieurs types de troubles de comportements, tel que les stéréotypies
chez les truies (Clubb et Mason, 2007) et le cannibalisme dirigé vers les oreilles ou la queue
chez les porcs en croissance. Parmi autres, le mordillage de la queue ou caudophagie (CP)
constitue le probléme majeur durant les phases d’élevage de croissance et finition (Clubb
et Mason, 2007; CIWF, 2012). Ce comportement a une origine multifactorielle (Nannoni
et al., 2014; Scollo et al., 2017) en étant, entre autres, affecté par 1’alimentation (Meyer et

al., 2015) via les changements du microbiote intestinal (MI) (Brunberg et al., 2016).

Dans ce projet, nous avons étudié I’hypothése qu’il existe un lien entre le MI et les troubles
de comportement chez le porc, a I’instard de ce qui est connu chez ’humain et la souris
(Cryan et Dinan, 2012; Collins et al., 2012; Chen et al., 2013; Kelly et al., 2016). Plus
précisément nous voulions explorer le lien potentiel entre le phénomeéne de la CP et le MI
chez le porc. Cependant, si la CP est facilement observable en élevage commercial et il
n’existe pas de modele permettant de reproduire le probléme de fagon prévisible en
conditions expérimentales controlées. C’est pourquoi, afin d’étudier ce phénomene, nous

avons choisi de le faire en condition terrain.

L’un des défis des études terrain est d’obtenir un nombre suffisant d’animaux démontrant
le comportement ciblé. Pour ce faire, nous voulions idéalement pouvoir effectuer notre
¢tude pendant un épisode de caudophagie. Le projet a donc été réalisé dans une ferme
commerciale, et sur des porcs avec des queues entiéres sans mesures de prévention
particuliere (caudectomie ou I’enrichissement de I’environnement dans des parcs) (D’Eath
etal.,2014; EFSA, 2007), afin de faciliter et de pouvoir suivre 1’apparition du phénomene

de mordillage de la queue de fagon naturelle.

Pour pouvoir relier le comportement déviant, la CP, au MI, il était primordial de pouvoir
bien caractériser le phénomeéne et définir rigoureusement les parameétres permettant
d’établir les différents groupes a 1’étude. C’est pourquoi une partie importante du projet a
consisté a bien étudier le phénoméne de CP et identifier les individus qui démontraient ce
comportement (mordeurs) ainsi que les individus qui le subissaient (mordus), en plus des

porcs contrdles négatifs. Un total de 352 porcs étaient placés dans 32 parcs et le suivi de
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leurs comportements a été fait a ’aide de 16 caméras. Chacune de ces derniéres était fixées
au plafond d’une fagon qui permettait de filmer deux parcs en méme temps. Dans cette
¢tude, le phénomeéne de la CP est apparu 2 semaines apres l’entrée des porcs a
I’engraissement, dans 2 parcs. Le phénomeéne a commencé de fagon sporadique et
imprévisible dans ces parcs, en accord avec ce qui a été rapporté dans d’autres études
(D’Eath et al., 2014; EFSA, 2007, Taylor et al., 2012; Li et al., 2017). Au final, du début
a la fin de ’engraissement, 18 sur 32 parcs ont été touchés par la CP. Donc, malgré le fait
que nous avons laissé les queues des porcs enticres, ce n’est pas la totalité des parcs qui a
¢été touchée. Nous avons remarqué aussi, que méme si des parcs sont voisins, il peut y avoir
apparition de la CP dans I’un, et non dans 1’autre, tel qu’aussi rapporté par Li et al. (2018).
De plus, la CP disparait au bout d’un certain temps dans ces parcs et elle recommence dans
d’autres parcs. Les morsures de la queue chez les porcs n'étaient pas non plus constantes
durant notre observation en accord avec ce qui a été rapporté dans d’autres études
(Ursinus et al., 2014). Finalement, dans les parcs touchés par ce trouble de comportement,

ce ne sont pas tous les porcs qui deviennent des porcs mordus, ni des porcs mordeurs.

Selon diverses études, plusieurs facteurs de risque ont été associés a 1’apparition du
mordillage de la queue chez le porc (EFSA, 2007). Certains de ces facteurs de risque
¢taient déja présents de maniere intrinséque soit a cause du type de batiment choisi, de
la régie ou du design de 1’étude. Par exemple, des facteurs tels que la queue intacte des
porcs, le sol en caillebotis sans enrichissement de I’environnement et la densité
relativement élevée est de 0,63 m*/porc. Il n’est donc pas possible de tirer de
conclusion quant a la prévalence de la caudophagie puisqu’il y a possiblement eu une
amplification du probléme en raison de la présence de plusieurs facteurs de risque.
Cependant, des efforts ont été faits pour noter 1’apparition de changement dans les
conditions de santé ou de régie qui auraient pu influencer I’apparition du phénomene.
Toutefois, aucun changement évident n’est survenu. Par ailleurs, le but de notre étude
n’était pas d’identifier les facteurs de risque associés a la CP, mais de tenter de trouver

une association entre la CP et le MI.
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Durant la période de sélection, nous avons identifi¢ 12 porcs mordeurs et 12 porcs mordus
dans les 10 parcs ou la CP était présente. Nous avons également identifié 12 porcs controle-
négatif dans des parcs ou la caudophagie était absente. Dans cette étude, nous avons
consacré un temps considérable pour I1’observation (enregistrements vidéo) du
comportement de mordillage de la queue afin d’optimiser la sélection des animaux. Suite
a la sélection des différents groupes de porcs (mordeur, mordus, porc-contréle négatif),
nous avons réalis¢é un échantillonnage en 2 temps différents t0 : le moment ou le
phénomene de la CP a atteint son maximum dans les parcs sélectionnés et t1 : le moment
ou I’épisode s’est terminé selon les observations terrain au niveau des scores de Iésions.
Cet échantillonnage a d’abord été effectué en récoltant de la maticre fécale afin caractériser
le MI chez les porcs sélectionnés. Puis, nous avons prélevé du sang au niveau de la voie

jugulaire afin d’analyser le cortisol par la technique ELISA.

La plupart des facteurs de risque connus qui sont associés a la CP sont des facteurs
stressants (Richards, 2013). C’est dans cette perspective que nous avons compar¢ les taux
de cortisol (une mesure traditionnelle du stress chez le porc) (Ruis et al., 2001) des
différents groupes de porcs. Nous avons obtenu des taux ¢levés de cortisol chez les
mordeurs par rapport aux porcs-controle négatifs au moment de la sélection alors que le
mordillage de la queue était a son pic. Ceci démontre clairement que ces animaux étaient,
a ce moment, des porcs stressés, comparativement aux contrdles négatifs. En effet, il a été
rapporté plusieurs fois chez le porc que lorsque le stress est aigu, le cortisol est élevé (Ruis

et al.,2001; Valros et al., 2013).

Les taux de cortisol chez les mordus étaient plus €élevé par rapport aux porcs-contrdle
négatifs au moment de la sélection alors que les lésions étaient récentes. Nos résultats sont
en accord avec des résultats antérieurs, montrant des taux de cortisol ¢levés chez les porcs
mordus, mesurés a partir d'échantillons de salive prélevés chez les porcs avec des 1ésions
modérées et fraiches (Smulders ef al., 2006). Quelques hypotheses peuvent expliquer cette
augmentation. D’une part, la douleur est une cause de stress bien connue. De plus, un
animal victime de CP peut montrer des signes d’anxiété telle que la peur d'exposer la queue

et la fuite pour éviter les morsures (Schrader-Petersen et al., 2003).
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Par contre, nous n’avons pas observé de différence dans le taux de cortisol chez les porcs
mordeurs et les porcs mordus versus les porcs-controles négatifs au moment ou les Iésions
de la queue ont été guéries. Nous pouvons supposer que les porcs n’étaient plus stressés a
ce moment comparativement aux porcs-contrdle négatifs apres la fin de 1’épisode et la
guérison des lésions de leurs queues. Il est a souligner que les taux de cortisol observé dans
les différents groupes étaient inférieurs a ce qui est généralement rapporté dans la littérature
pour les échantillons sanguins porcins (Ifip, 2016; Smulders et al., 2006). Une explication
possible est le fait que, pour des raisons logistiques (délais de commande du test, mise au
point des parameétres par le laboratoire diagnostic de la FMV) nos échantillons de sérums
ont été congelés quelques mois avant d’étre traités. Ceci peut diminuer les concentrations
détectables du cortisol. Cependant dans la mesure ou tous nos échantillons ont été soumis
au méme traitement et considérant que nos résultats se situent dans les limites acceptables
des paramétres de I’ELISA, nous sommes tout a fait confiants que ces résultats nous
permettent de tirer les conclusions avancées. A noter qu’aucune différence significative de

taux de cortisol n’a été observée entre le groupe mordeur et le groupe mordus.

Nous avons comparé la structure et la composition de la communauté microbienne
d’échantillons de mati¢re fécale de porcs mordeurs et de porcs mordus par rapport aux
porcs controle négatifs, et ce, en utilisant le s€équencage de la région V4 du géne de I'ARN
16S apres une amplification du segment V4 par PCR. Dans le cadre de cette recherche, un
groupe de porcs a été traité aux antibiotiques afin d’avoir un groupe témoin positif pour le
changement de MI. Nos résultats montrent effectivement que 1’antibiotique a un effet sur
I’abondance relative et la présence ou I’absence des especes spécifiques. Il est bien connu
que I’antibiotique a un impact important sur la diversité et la représentation des taxons
spécifiques du MI (Jernberg et al., 2007). Ces résultats supportent que notre technique
d’analyse de la structure du microbiote est adéquate et que les différences trouvées sont

bien réelles.

Lors de la comparaison de la composition du MI des porcs mordeurs versus les porcs-
contrdle négatifs, les taxons les plus associés étaient le genre et 1’éspéce de Coprococcus

chez les mordeurs, versus le genre et ’espece de Lactobacillus chez les porcs-contrdle
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négatifs. En revanche, lors de la comparaison des porcs mordus versus les porcs-contrdle
négatifs, il a été remarqué que le genre le plus associ¢ aux porcs mordus était le
Sphaerochaeta et 1’éspece Phascolarctobaterium versus le genre et 1’éspece de
Lactobacillus. Dans I’état actuel de nos connaissances, les especes et les genres bactériens
(Coprococcus, Sphaerochaeta, Phascolarctobacterium) ne sont pas déja associés aux
troubles de comportement dans la littérature. Il conviendra de vérifier a ’avenir si ces
genres pourraient avoir un lien avec la CP ou tout autre désordre du comportement chez le
porc. L’abondance relative du genre et I’espeéce Lactobacillus permettrait donc, selon nos
résultats, de distinguer les porcs-controle négatifs des groupes de porcs mordus et
mordeurs. Effectivement, dans la littérature, il a ét¢ déja démontré que quelques especes
de Lactobacillus sont associées a I’humeur (Benton et al., 2007, Tillisch et al., 2013). C’est
le genre le plus utilisé comme probiotique pour la diminution des troubles de comportement

chez I’homme et la souris.

La composition et la diversit¢ du microbiote intestinal n’est pas significativement
différente entre le groupe mordeur et le groupe mordu. De plus, pour valider I’association
des lactobacilles aux porcs-contrdle négatifs, une PCR quantitative a été effectuée avec une
amorce spécifique aux lactobacilles afin de quantifier leur présence dans les échantillons
de maticre fécale des différents porcs. Les porcs mordeurs et les porcs mordus possédent
en moyenne une quantité moins élevée de lactobacilles que les porcs-controle négatifs. A
la lumiére des résultats discutés plus tot pour Lactobacillus, il est possible d’avancer que
le nombre moins important de lactobacilles chez les porcs mordeurs et les porcs mordus
pourrait avoir un lien avec le trouble de comportement et 1’état de stress chez les porcs. Il
serait intéressant, dans une prochaine étude, de sub-diviser les groupes mordeurs et mordus
afin d’administrer la souche de Lactobacillus, aprés une carcatérisation de cette derniére

par « whole genome sequencing », et de vérifier si les animaux traités manifestent moins

les comportements anormaux.

Nous avons considéré qu’il était utile de porter une attention particuliére, dans le cadre de
ce projet, aux analyses reliées a la composition du MI du groupe des porcs témoins négatifs

dans une perspective ou ce groupe apparait d’ une importance capitale si 1’on veut identifier
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des taxons ou des genres qui pourraient prévenir ou protéger les animaux de ce
comportement déviant. Nous avons étudié pour la premiére fois ’association de la diversité
du MI et la caudophagie. Puisque ce phénomene est considéré comme un trouble de
comportement chez le porc, il peut étre intéressant d’analyser les résultats en référence
avec ce qui est connu chez d’autres espéces comme ’homme et la souris ou il a été
démontré que ces changements du MI sont liés au stress. En supposant qu’un facteur de
stress a un impact sur le porc, il est possible que cela puisse augmenter la perméabilité de
la muqueuse gastro-intestinale (Montiel-Castro et al., 2013; Di Mauro et al., 2013) et
causer une dysbiose (déséquilibre des bactéries productrices des neurotransmetteurs qui
controle le comportement animal), telle que la diminution de I’espéce et le genre
Lactobacillus. 11 a déja été rapporté chez d’autres especes que cette bactérie produit un
neurotransmetteur GABA (acide y-aminobutyrique) qui agit comme inhibiteur de plusieurs
voies d’excitation du cerveau (Gareau et al., 2010; Cryan et O'Mahony, 2011). Donc, on
pourrait émettre 1’hypothése que les mordeurs, qui ont moins de Lactobacillus par rapport
aux porcs-contrdle, produisent moins de GABA et que cela a pu provoquer, au moins en

partie, le trouble de comportement étudié: le mordillage de la queue.

L’hypothése contraire est €galement possible, c’est a dire que la modification de
composition du MI par des pathogenes intestinaux causerait le stress chez les porcs. Il a
déja été démontré chez la souris que la dysbiose a un role dans l'activation de l'axe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HHS) qui cause un déréglement du systéme neuro-
hormonal et ceci se manifesterait alors par un trouble de comportement. Méme si cette
seconde hypothese a été validée chez la souris (Zimomra et al., 2011), la présente étude ne

permet cependant pas de déterminer la causalité du phénomene.

En ce qui concerne les porcs mordus, on peut également supposer émettre les mémes
hypotheses tout en admettant que ces animaux aient pu subir un type de stress différent de
celui que subissent les porcs mordeurs. Il faut signaler, que les porcs mordeurs et les porcs
mordus ont été dans les mémes parcs. De ce fait, les porcs mordus ont été exposés le ou les
mémes facteurs de stress environnementaux que les porcs mordeurs. Il n’est donc pas

possible de déterminer si le stress observé chez les porcs mordus est principalement associé
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a la douleur, ou au fait d’étre pourchassé par ses congénéres, ou s’il est li¢ a une plus grande

susceptibilité aux autres facteurs environnmentaux qui ont stress€s les deux groupes.

Limites et perspectives

Lors de futures études, il conviendra de porter une attention particuliere a certains
parametres reliés aux hotes, lesquels n’ont pu étre inclus dans la portée de la présente étude.
Par exemple, le stress ou certaines conditions pathologiques peuvent affecter le systeme
immunitaire de porcs. Le statut quant a la présence d’infection concomitante comme le
Syndrome Respiratoire et Reproducteur Porcin (SRRP) ou le portage de salmonelle peut
altérer nettement le systéme immunitaire ou 1I’équilibre du MI d’un animal. Méme si nos
observations terrain n’ont pas détectés d’épisodes cliniques, le statut des animaux en lien
avec certains pathogenes devrait étre mieux étudié¢ dans de futures études. Il serait pertinent
d’évaluer d’autres hormones de stress tel que ’ACTH ainsi que les neurotransmetteurs
comme la sérotonine et GABA. De méme, une autre limite de 1’étude était que les animaux
¢taient alimentés avec une di¢te commerciale qui contenait des promoteurs de croissance
antimicrobiens (Salinomycin) a des concentrations cependant relativement faibles afin de
prévenir la diarrhée. Il est possible et méme probable que cet ajout ait pu influencer le MI
des porcs a I’é¢tude. Toutefois, puisque tous les animaux €taient soumis au méme régime
alimentaire, nous croyons que les différences observées dans la composition et la structure
demeurent valides. De plus, puisque ces produits sont couramment utilisés et que ceci
refléte les conditions terrains, ceci présente I’avantage que nos MI reflétent ceux de
nombres d’animaux qui regoivent la méme diete. Ce facteur devra néanmoins étre pris en

compte dans de futures études afin de prévenir la CP.

Finalement, il n’est pas impossible qu’un effet parc ait pu affecter nos résultats. Puisqu’il
s’agissait d’une étude terrain observationnelle, il n’était pas possible de distribuer les
animaux aléatoirement ou méme d’atténuer un possible effet parc en choisissant des parcs
situés a différents endroits pour s’assurer, par exemple, de considérer I’effet du circuit des
employés sur les parcs atteints. Puisque la distribution des cas et témoins variait en nombre
et en localisation dans le temps pendant la période de sélection qui s’est échelonnés sur

quelques semaines, nous avons jugés mieux de ne pas déplacer les animaux des parcs
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initiaux afin d’atténuer un possible effet parc. D’ailleurs, avec le design expérimental
choisi, qui se voulait le reflet le plus fidele de la situation terrain, les bio-statisticiens que
nous avons consultés n’ont pu en arriver a un consensus sur la maniére d’atténuer ou de
mesurer cet effet. Il n’en demaure pas moins qu’un effet de ce type a pu influencer nos

résultats.
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CHAPITRE 5. Conclusion



A notre connaissance, cette étude est la premiére a avoir analysé le MI de porcs mordeurs
et de porcs mordus en comparaison avec des porcs contréle négatifs lors d’un épisode de
caudophagie. Aucune étude n’avait jusqu’a maintenant évalué ’association entre le MI et
le phénomene de la CP, lequel est considéré comme un probléme majeur dans les élevages

porcins.

La présente étude supporte cette association et fournit de nouvelles informations sur la
structure et la composition de la communauté bactérienne des porcs mordeurs et des porcs
mordus, mais également, et surtout, des animaux qui sont exempts de ces comportements
déviants, ainsi que des genres et taxons qui peuvent y €tre associés. En effet, nous avons
décrit pour la premicre fois la diversité et la composition du microbiote fécal des porcs
mordeurs et des porcs mordus comparativement aux porcs-contrdle négatifs. Cependant,
cette étude ne permet pas de déterminer la causalité du phénomeéne. Il faudra des études

supplémentaires pour étudier ce lien de causalité.

Néanmoins les résultats de ce projet nous permettent de tirer les conclusions suivantes :

1- Les porcs mordeurs et les porcs mordus, lors d’un épisode de CP, sont des porcs
stressés (ie ayant des taux de cortisol significativement plus élevés par rapport
aux porcs-contréle négatifs).

2- La structure du MI des porcs mordeurs et des porcs mordus est différente des
porcs non affectés par la CP quant a I’abondance relative des unités
taxonomiques opérationnelles.

3- La composition du MI des porcs mordeurs et des porcs mordus est différente
des porcs non affectés par la CP.

a- Le genre et ’espece de Lactobacillus ont une abondance relative plus élevée
chez les porcs-controle négatifs par rapport aux porcs mordeurs et aux porcs
mordus lors d’un épisode de CP.

b- Les lactobacilles sont plus nombreux chez les porcs non affectés par la CP

par rapport aux porcs mordus ou mordeurs lors d’un épisode de CP.
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