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RESUME

Certaines stratégies alimentaires sont actuellement considérées pour remplacer 1'usage des
antimicrobiens dans les fermes porcines. Les objectifs de cette étude étaient d'évaluer 1'effet de
la granulométrie et de la texture des aliments sur les concentrations d'acides gras volatils
intestinaux, la composition des populations pathogeénes et commensales d’E. coli et sur les
performances de croissance des porcs. Des porcs d'engraissement (n= 840) ont recu l'une des
six diétes suivantes: moulée texturée 500, 750 et 1250 um et moulée cubée 500, 750 et 1250
um. Le gain de poids a été mesuré a chaque changement de formulation de moulée. A
l'abattoir, les contenus du caecum et du colon de 165 porcs ont été échantillonnés pour le
dénombrement des E. coli par PCR quantitatif (QPCR) et pour la quantification des AGV. Le
gene yceT a été utilis€ pour dénombrer les E. coli totaux. Une diminution du taux de
conversion alimentaire a été associée avec la moulée cubée et/ou la moulée de 500 um. Les
concentrations d’acide propionique et butyrique, et ce tant au niveau du caecum que du colon,
¢taient plus élevées chez les porcs recevant de la moulée texturée que chez ceux recevant de la
moulée cubée. Du point de vue de la granulométrie, les concentrations caecales et du colon
d’acide butyrique étaient plus €levées chez les porcs alimentés avec de la moulée de 1250 ym
que chez ceux recevant de la moulée de 500 ym. D'autre part, les niveaux intestinaux d’E. coli
totaux étaient plus élevés pour les porcs nourris avec de la moulée cubée que pour ceux ayant
recu de la moulée texturée. Les résultats ont montré que la moulée texturée est associée a des

performances de croissance plus faibles mais a des changements intestinaux favorables.

Mots clés: Moulée/Texture/Granulométrie/Acides gras volatils/Porcs/Escherichia coli



ABSTRACT

Natural approaches, such as dietary modifications, are now being considered to replace
antimicrobials for the control of bacterial infections in pigs. The objectives of this study were
to assess the effect of feed size and texture on intestinal Volatile fatty acids profiles and
concentrations, E. coli populations, and on growth performance. Fattening pigs (n=840)
received one of six different diets: mash feed 500, 750 and 1250 pm and pellet feed 500, 750
and 1250 pm. Weight gain of pigs was monitored for each diet formulation over the fattening
period. At the slaughterhouse, caecal and colon contents from 165 pigs were sampled for
enumeration of E. coli by quantitative PCR (qPCR) and for acetic, propionic and butyric acid
quantification. The yccT gene was used to enumerate total E. coli. A decrease in feed
conversion associated with pellet texture and/or 500 pm particle size was observed for each
diet formulation. In addition, caecal and colon propionic acid concentrations and caecal and
colon butyric acid concentrations were lower for pigs receiving pellet rather than mash feed.
Moreover, caecal (p=0,0208) and colon (p=0,0006) butyric acid concentrations were higher
for pigs receiving a feed with a 1250 um rather than 500 um particle size. For total E. coli
enumeration, caecal (p=0,01) and colon (p=0,04) yccT gene copies were higher for pigs
receiving pellet rather than for those receiving mash feed. Taken together, results showed that
mash feed is associated with favourable intestinal changes (VFA levels) and with a reduction

of E. coli in the pig.

Key words: Feed size/Feed texture/Volatile fatty acids/Pigs/Escherichia coli
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INTRODUCTION

L'industrie de la viande est la plus importante industrie du secteur de la transformation
alimentaire au Canada. Le controle de la salubrité de méme que le maintien de la qualité des
produits au sein de cette industrie représentent un enjeu de taille. Malgré les nombreuses
mesures appliquées dans les différents paliers de la chaine de production et de transformation,
une contamination par des microorganismes potentiellement pathogénes subsiste. Etant donné
ces considérations, il s'avere nécessaire d'améliorer les connaissances épidémiologiques
associées a la contamination microbienne de la viande. L’engagement des personnes
impliquées dans la production animale, 1’industrie ainsi que dans la recherche vise a améliorer
la maitrise et la surveillance de ces agents pathogenes via le développement de méthodes de
détection et de caractérisation moléculaire tout en demeurant concurrentiel. En effet, des
risques de maladies animales et humaines sont reliés a la présence intestinale de ces
microorganismes zoonotiques qui entrainent, outre des problemes de santé publique, des
pertes économiques importantes. L’application des principes HACCP «de la ferme a la table»
de méme que I’avancement des recherches ciblées en ¢épidémiologie des principaux
pathogenes alimentaires, tels que Salmonella, Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes,
E. coli  O157:H7, Norovirus et  Shigella, s’averent donc  essentiels

(http://www.inspection.gc.ca/aliments/information-pour-les-consommateurs/fiches-de-

renseighements/empoisonnements-alimentaire/fra/1331151916451/1331152055552, Juin

2015) pour assurer la sécurité du consommateur. A titre d’exemple, au Québec, prés de 33%
des déclarations de toxi-infections alimentaires enregistrées en 2012-2013 par le MAPAQ

¢taient reliées au groupe alimentaire des « viandes et volailles ». Les agents pathogenes


http://www.inspection.gc.ca/aliments/information-pour-les-consommateurs/fiches-de-renseignements/empoisonnements-alimentaire/fra/1331151916451/1331152055552
http://www.inspection.gc.ca/aliments/information-pour-les-consommateurs/fiches-de-renseignements/empoisonnements-alimentaire/fra/1331151916451/1331152055552

bactériens qui ont été¢ le plus souvent a l'origine des signalements en 2012-2013 sont les
salmonelles, E. coli O157 :H7 et Campylobacter. De plus, on signale une augmentation de la
fréquence des bactéries résistantes aux antimicrobiens (Economou and Gousia, 2015). Le
développement de solutions alternatives a 1’emploi des antimicrobiens représente 1'un des
enjeux les plus importants pour la santé humaine et animale pour contrer ce phénoméne. En
effet, les antimicrobiens sont présentement utilisés en prophylaxie en production animale, ce
qui accentue les risques de propagation par des bactéries résistantes. Cette propagation
engendre trois types de dangers. Tout d’abord, les bactéries résistantes peuvent étre transmises
a la population humaine via les aliments. Puis, il existe un risque de transfert horizontal des
genes de résistance aux bactéries en plus d’un risque plausible de contamination résiduelle par
les résidus chimiques dans la chaine alimentaire (viande). Les probiotiques, prébiotiques,
acides organiques et/ou extraits de plantes ajoutés a la dicte des animaux d’¢élevage figurent
présentement parmi les alternatives aux antimicrobiens (Vondruskova et al., 2010). Outre ces
additifs alimentaires, il a été suggéré que la texture de la moulée pourrait affecter la prévalence
de certaines bactéries pathogenes, par exemple Salmonella spp., dans la microflore intestinale
des porcs en plus d’améliorer la santé globale de ces derniers (O’Connor et al., 2008a; Taube
et al.,, 2009). La granulométrie de la moulée jouerait également un rdle sur la survie
d’entérobactéries pathogenes dans 1’estomac des porcs, tel que démontré pour Salmonella spp.
(Mikkelsen et al., 2004). Néanmoins, aucune étude ne s’est penchée sur I’impact des
modifications de la présentation (texture et/ou granulométrie) de 1’aliment des porcs sur les
différents pathotypes d’Escherichia coli. 11 existe donc toujours un besoin d’identifier les
caractéristiques physiques optimales de 1’alimentation des porcs dans le but de réduire

I’occurrence des infections microbiennes, certaines ayant un potentiel zoonotique, et



d’améliorer la santé¢ gastro-intestinale. Le projet était fondé sur I’hypothése que 1’aliment
texturé de granulométrie élevée permet une diminution de la prévalence des E. coli
pathogeénes, une augmentation de la concentration gastro-intestinale d’acides gras volatils, une
réduction du dénombrement des ulcéres gastro-oesophagiens et une diminution des
performances de croissance. L’objectif de cette étude consistait & mesurer I’impact de la
texture et de la granulométrie de I’alimentation sur la concentration intestinale en Escherichia
coli et particulierement sur la prévalence des Escherichia coli pathogénes (ETEC, EPEC,
STEC et EXPEC), sur les profils et concentrations intestinales des acides gras volatils et,
finalement, sur certains parametres reliés a la santé du porc notamment par la mesure des
performances de croissance, du développement des ulcéres d’estomac et de la conversion

alimentaire.



RECENSION DES ECRITS

1. NUTRITION DU PORC

La qualité de la viande porcine est influencée par de nombreux facteurs d’élevage tels
I’age et le poids a I’abattage, le sexe, la nature de la ration alimentaire, I’activité physique, le
stress pré-abattage, etc. Bien entendu, d’autres composantes comme les conditions d’abattage
et la génétique auront aussi une incidence directe sur le produit mis en marché. Parmi ces
facteurs, 1’alimentation des porcs représente une composante de taille. En effet, les éleveurs de
porcs adaptent la diéte en fonction des colits économiques (sources protéiques animales versus
sources protéiques végétales) et des besoins des animaux (stade physiologique, age, sexe, etc).
L’alimentation des porcs constitue la majeure partie des colits de production d’un élevage
(O’Connor et al., 2008a). Conséquemment, les producteurs porcins sont particulierement
sensibles a la concurrence chez les fabricants d’aliments du bétail ainsi qu’a I’inflation des
maticres premieres, telles les céréales. Le blé, le mais, le seigle et I’orge peuvent composer
jusqu’a 75% de I’alimentation des porcs. Au Québec, 1’élevage du porc s’échelonne sur trois
grands paliers : la maternité, la pouponniere (ou post sevrage) et I’engraissement. De fagcon
générale, suite a la naissance, les porcelets demeurent jusqu’a vingt jours en maternité. Puis,
ils sont transférés dans une pouponniere pour une durée variant de six a huit semaines avant
d’étre transportés en engraissement pour une période de douze a treize semaines
approximativement. Bien entendu, il est essentiel d’adapter les aliments au stade
physiologique de I’animal mais également aux contraintes de manutention et a la mécanisation
des équipements d’¢élevage. En engraissement, par exemple, cinq formules de moulée sont

distribuées : le pré-engrais, le début, la croissance, le fini ordinaire et le fini illimité. Chaque



formule de moulée est congue spécifiquement en fonction du stade de développement de
I’animal et comprend donc différentes quantités de céréales. Au Québec, par exemple,
I’utilisation du mais est privilégiée en raison de ses caractéristiques, notamment sa digestibilité

et son rendement énergétique (http://www.agrireseau.qc.ca/porc/documents/MAPAQ 07-02-

07 .pdf, Juin 2015). Ce type d’alimentation par «phase» est un concept fortement
recommandé et permet de maximiser les performances animales

(http://www.agrireseau.gc.ca/porc/documents/MAPAQ 07-02-07 .pdf, Juin 2015). Lorsque

le porc a atteint un poids optimal (environ 125 kg), celui-ci est envoyé a 1’abattoir.
1.1 PATHOGENES ALIMENTAIRES

Les pathogenes alimentaires constituent une source importante de toxi-infections
alimentaires et de décés chaque année chez 1’humain, et ce a travers le monde entier. Par
exemple, aux Etats-Unis, il a été estimé qu’annuellement 48 millions cas de maladies étaient

reliées aux infections alimentaires (http://www.fsis.usda.gov/wps/portal/fsis/topics/food-

safety-education/get-answers/food-safety-fact-sheets/foodborne-iliness-and-

disease/foodborne-illness-what- consumers-need-to-know/ct index, Juin 2015). Parmi

celles-ci 128 000 cas nécessitent des hospitalisations et 3000 personnes en déceédent. Les
animaux destinés a la consommation humaine, dont la volaille et le porc, représentent les plus
importants réservoirs de pathogenes alimentaires. Des stratégies de contrdle a la ferme ont
donc été élaborées afin de réduire le nombre d'animaux porteurs de ces pathogenes transportés
a 1’abattoir. Les pathogénes alimentaires affectant le plus la santé publique aux Etats-Unis
sont : Salmonella spp., Toxoplasma gondii, Listeria monocytogenes, Norovirus et

Campylobacter spp (http://www.cdc.gov/foodborneburden/2011-foodborne-estimates.html,
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Juin 2015). Or, certains de ces genres bactériens représentent des pathogeénes zoonotiques
(transmission de I’animal & 1’humain). Au sein de I’industrie porcine canadienne, il y a
présentement une sensibilisation vis-a-vis 1’intégration et la coopération de tous les stades de
la chaine de production porcine afin de réduire la prévalence de Sal/monella chez le porc, et
conséquemment le nombre d’infections chez les consommateurs (Mikkelsen et al., 2004). En
effet, les diverses pratiques agricoles ont un impact sur 1’incidence des microorganismes
présents chez les animaux (Téllez et al., 2015). L’émergence de microorganismes résistants
aux antimicrobiens contribue également aux nombreuses €pidémies recensées et rend le
traitement plus difficile. Certaines especes bactériennes résistantes aux antimicrobiens peuvent
survivre aux processus de transformation et ainsi persister dans le produit mis en marché
(Saeed, 2015). En ce qui concerne les infections a Salmonella, il est important de noter que les
porcs sont rarement des porteurs symptomatiques. Cette problématique augmente le risque de
propagation du microorganisme. Au Canada, 87 510 cas d’infections a Salmonella sont
estimés chaque année (Otto et al., 2014; St. Amand et al., 2013; Varga et al., 2013). Du coté
des Etats-Unis, les infections causées par Salmonella engendrent plus de 1,4 millions de cas de
maladies et pres de 500 déces chaque année, ce qui cotite plus de 2,9 milliards a I’économie du

pays (Callaway et al., 2008).
1.2 STRATEGIES ALIMENTAIRES

Depuis quelques années, plusieurs stratégies alimentaires ciblant la limitation de
I’usage des antimicrobiens, ont été étudiées afin d’améliorer la santé et la performance de
croissance chez les porcs, tout en limitant les infections bactériennes répertoriées chez ces

derniers (Naqid et al., 2015; Postma et al., 2015). L’ajout de probiotiques figure parmi ces



alternatives a 1’usage des antimicrobiens. En effet, les probiotiques sont des microorganismes
vivants ajoutés comme compléments a la di¢te des porcs. Ces microorganismes agissent de
fagon bénéfique en améliorant la microbiocénose intestinale de méme qu’en augmentant la
digestibilité des aliments. Ils facilitent la croissance des microorganismes indigeénes de la flore
intestinale au détriment de certains microorganismes spécifiques tels E. coli pathogeénes,
Salmonella, Campylobacter et Listeria (Patterson and Burkholder, 2003). Cependant, les
probiotiques semblent plus efficaces chez les porcelets que chez les porcs d’engraissement
(Adjiri-Awere and Van Lunen, 2005). Les prébiotiques, quant a eux, sont généralement des
oligosaccharides qui ne peuvent étre digérés par le porc, mais qui sont spécialement dégradés
par la microflore. En d’autres termes, ils permettent le maintien et la promotion des activités
de fermentation et de prolifération des microorganismes probiotiques et des bactéries
indigenes. Par exemple, une supplémentation de prébiotiques influence les niveaux d’acides
gras volatils, les niveaux d’acide lactique et les niveaux d’ammoniaque dans 1’estomac (Pié et
al., 2007). Or, une augmentation du taux d’acides gras volatils meéne a la prolifération des
bifidobactéries et des bactéries lactiques (Vondruskova et al., 2010). Les probiotiques et les
prébiotiques favorisent la croissance de la flore indigéne intestinale (principalement composée
de bactéries a Gram positif dont les bactéries lactiques), ce qui créé de la compétition avec les
pathogénes pour les nutriments et la colonisation du tube digestif. La flore indigene exclut les
microorganismes pathogenes en sécrétant des composés antimicrobiens tels que les acides
organiques (acide formique, acide fumarique, acide butyrique, acide citrique et acide
propionique) entre autres. Les acides organiques détiennent donc un pouvoir antimicrobien en
plus d’avoir un impact favorable sur la résorption et la digestibilité des nutriments (Boroojeni

et al., 2014). En plus de la flore indigeéne, plusieurs éléments retrouvés dans le systeme digestif



tels que l'acidité gastrique, les sels biliaires et les sécrétions pancréatiques affectent déja la
survie des microorganismes pathogeénes (Lee and Salminen, 2009). L'acide gastrique, un des
principaux facteurs contribuant au stress rencontré par les bactéries, constitue le premier
mécanisme de défense. Les sels biliaires représentent les constituants majeurs de la bile et sont
des dérivés de l'acide cholique. IlIs forment le deuxiéme facteur important du mécanisme de
défense. Le passage dans l'estomac constitue une difficult¢é majeure pour les bactéries qui
doivent atteindre l'intestin dans un état viable. D’ailleurs, le phénomeéne d'adaptation au stress
acide est particuliérement bien étudié chez les bactéries entériques (Foster and Moreno, 1999).
Chez le porcelet, une supplémentation alimentaire en acides organiques (acide fumarique,
propionique, butyrique, lactique, malique, citrique et/ou formique) en période de sevrage
pourrait étre bénéfique notamment pour contrdler ’apparition de la diarrhée post-sevrage
(Tsiloyiannis et al., 2001). En effet, il semblerait qu’a cette période, la sécrétion gastrique soit
insuffisante pour acidifier le contenu digestif (Heo et al., 2013). L’acidification du tractus
gastro-intestinal via la supplémentation d’acides dans ’aliment entrainerait une activation
enzymatique, ce qui améliorerait la dégradation des protéines au niveau stomacal et la
digestion intestinale (Pastuszewska et al., 2007). Aussi, cela engendrerait une prolifération de
la flore acidophile bénéfique, a base de lactobacilles, puis une inhibition de la prolifération de
bactéries pathogenes (Pastuszewska et al., 2007). La supplémentation en acides organiques
permet une amélioration potentielle de la digestibilité au niveau de I’iléon, avec amélioration
de I’efficacité alimentaire et de la vitesse de croissance des porcs (Blank et al., 1999). De plus,
les acides organiques stimulent le systtme immunitaire (augmentation de la sécrétion d’IgA)
et renforcent la barriere physique de 1’intestin en haussant le taux de sécrétion de mucus par

les cellules gobelets (Gill, 2003). Certains extraits de plantes possedent eux aussi des vertus



bactéricides ou bactériostatiques en plus de détenir des activités anti-inflammatoires, anti-
tumeurs et anti-oxydatives (Visscher et al., 2009; Vondruskova et al., 2010). Méme si les
supports de ces activités demeurent encore souvent partiellement identifiés, certains principes
actifs, tels le thymol ou le menthol, sont bien connus. Néanmoins, ’utilisation d’extraits
végétaux comme alternative aux antimicrobiens et aux facteurs de croissance présente un réel
intérét, sinon zootechnique, dans un contexte de recherche d’alternatives naturelles aux
antimicrobiens. Une étude récente rapporte que 1’utilisation d’huiles essentielles prévient les
infections a Salmonella et E. coli chez le porc (Penalver et al., 2005). Outre ces mesures sous
forme d’additif, des stratégies ciblant cette fois la texture, la granulométrie et la formulation
des aliments existent (Pieper et al., 2009).

1.3 TEXTURE ET GRANULOMETRIE DE LA MOULEE

Au Québec, la moulée généralement distribuée aux porcs dans I’industrie est une
moulée de type cubée et d’environ 750 ym de diametre. Or, la granulométrie des aliments
distribués aux porcs joue un role dans la valeur alimentaire et les troubles digestifs (Wondra et
al., 1995a). Par ailleurs, le broyage grossier des céréales réduirait la prévalence des Salmonella
spp. et des E. coli pathogénes dans le tractus gastro-intestinal porcin (Taube et al., 2009;
Visscher et al., 2009). Ce résultat pourrait étre expliqué par I’augmentation de la flore lactique
et la production d’acides gras volatils dans I’estomac (Serena et al., 2009). Aussi, certaines
¢tudes démontrent qu’une moulée cubée a granulométrie plus fine aiderait la vidange gastrique
lors de la mise a jeun et conséquemment diminuerait le risque de contamination de la carcasse
a I’abattoir en réduisant les risques de rupture du tube digestif (Gregory et al., 1990; Guise et
al., 1995). Par contre, la structure farineuse de la moulée texturée représente une contrainte

majeure en ce qui concerne la distribution des aliments. Si I’aliment demeure coincé dans le



systtme de distribution de la moulée et les porcs sont anormalement rationnés, cela peut
fortement limiter les performances de croissance des porcs. Une autre étude a montré que le
contenu intestinal des porcs alimentés avec une moulée texturée contribue a la protection vis-
a-vis la colonisation de Salmonella enterica serovar Typhimurium DT12 sur des lignées
cellulaires, in vitro, en comparaison a celui de porcs recevant de la moulée cubée (Hedemann
et al., 2005). D’ailleurs, Guillou et Landeau mentionnent que «les contraintes techniques
pesent aujourd’hui plus lourd que les avantages nutritionnels dans le choix d’une qualité de
mouture» (Guillou and Landeau, 2000). Les porcs peuvent également avoir une préférence au
niveau de la présentation des aliments, ce qui peut également avoir des répercussions sur les
performances zootechniques (Millet et al., 2012; Sola-Oriol et al., 2009). Une étude montre
d’ailleurs que les porcs préferent la moulée cubée par rapport a la moulée texturée lorsque la
diete est a base d’orge (Sola-Oriol et al., 2009). Néanmoins, lorsque la diéte est a base
d’avoine, aucune différence entre la moulée cubée et la moulée texturée n’a été observée
(Sola-Oriol et al., 2009). En d’autres termes, cela signifie qu’a la fois la formulation et la
texture de la moulée peuvent avoir un impact majeur sur la consommation moyenne
quotidienne. De plus, la qualité de la viande n’est pas en reste. Par exemple, Faucitano et al.
ont démontré que la moulée cubée générait des rendements plus performants au niveau des
carcasses mais pas du point de vue de la qualité de la viande (Faucitano et al., 2006). En effet,
les parametres tels que la couleur, le pHys, la conductivité électrique et la perte en eau de la
viande ne sont pas affectés par la texture de la moulée (Faucitano et al., 2006). Dans le cadre
de ce projet, trois différentes granulométries (500, 750 et 1250 ym) de moulée texturée et de
moulée cubée ont été distribuées manuellement a 1’engraissement pendant toute la période

d’essai, et ce pour chacune des formules de moulée (le pré-engrais, le début, la croissance, le
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fini ordinaire et le fini illimité). Il est important de mentionner que les cinq formules de
moulée texturée et les cinq formules de moulée cubée étaient composées des mémes céréales,
et que seul le processus de transformation était différent. La moulée cubée nécessite des
températures de cuisson ¢élevées au cours de sa fabrication (Medel et al., 2004).
Conséquemment, 1’utilisation de la moulée cubée représente un moins grand risque de

contamination exogene (entérobactéries) que la moulée texturée (Jones and Richardson, 2004).

1.4 ESCHERICHI COLI

Escherichia coli est une bactérie a Gram négatif, aérobie, sous forme de bacille (1-2
um de longueur) non-sporulant, fermenteur des sucres, dégradant le glucose, réduisant les
nitrates et les nitrites, catalase positif, oxydase négatif et est généralement mobile par des
flagelles péritriches. E. coli appartient a la famille des Enterobacteriaceae et est retrouvée
communément dans la microflore intestinale des animaux a sang chaud. Certaines souches
pathogenes d’E. coli peuvent causer un éventail de maladies chez ’humain: gastroentérite,
dysenterie, syndrome urémique hémolytique (SUH), infection du tractus urinaire (ITU),
septicémie, pneumonie et méningite. Chez le porc, certaines souches pathogeénes associées aux
pathotypes ETEC, STEC, EPEC et ExXPEC sont reconnues pour causer les diarrhées
colibacillaires, la diarrhée post-sevrage (DPS), la gastro-entérite hémorragique, la maladie de
I’cedéme la septicémie et les infections urinaires (Fairbrother et al., 2005; Johnson and Russo,
2002; Sonntag et al., 2005). E. coli peut de plus étre utilis€ comme un marqueur de

contamination fécale.
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1.4.1 SOURCE DE CONTAMINATION

La majorité des souches d’E. coli dans le tractus intestinal des humains et des animaux
sont non-pathogeénes et commensales, mais E. coli est aussi souvent associée a divers
désordres intestinaux et extra-intestinaux. Les cas de toxi-infections a E. coli ont été associés a
ce jour, & la consommation d'aliments contaminés tels que la viande de boeuf, les produits

laitiers mais aussi, le jus de pomme et les féves germées (http://www.phac-aspc.gc.ca/fs-

sa/fs-fi/ecoli-fra.php, Juin 2015). En effet, les bactéries E. coli sont particuliérement

dispersées dans 1’environnement via les feéces (elles peuvent donc contaminer ’eau et le sol).
Conséquemment, les fruits et les légumes sont sujets a la contamination. La viande est
¢galement une importante source de contamination a E. coli, cette contamination peut, elle
aussi, étre acquise lors de 1’abattage a 1’étape de I’éviscération par contact avec les féces. Bien
entendu, le risque de développement d’une intoxication dépendra de trois facteurs importants :
la quantit¢ de feces en contact avec la carcasse, la quantité de bactéries présentent dans les
feces et la proportion de bactéries pathogenes parmi ces dernieres. Au Canada, tout comme
aux Etats-Unis, une évaluation de la charge bactérienne en E. coli sur les carcasses animales
est d’ailleurs obligatoire. Par exemple, aux Etats-Unis, le «Food Safety and Inspection
Service» (FSIS) du département de I’agriculture a établi des critéres quant a la technique de
dénombrement des E. coli totaux sur les carcasses et révise régulicrement ces critéres de
prévalence et de degré de contamination

(http://www.fsis.usda.gov/wps/wcm/connect/0b0fb57d-c23d-4b26-913e-

499dd99aca86/26 IM PR Generic Ecoli.pdf?MOD=AJPERES, Juin 2015). Conséquemment,

tous les abattoirs du pays doivent mettre en place un plan d’échantillonnage sous la
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réglementation fédérale et démontrer que le contrdle de la contamination fécale (E. coli) est
conforme. Aussi, en vertu des exigences sur la réduction du nombre de pathogenes et les
systtmes HACCP (Pathogen Reduction and HACCP Systems Final Rule) édictées par 1'United
States Department of Agriculture (USDA), les établissements inspectés par le Food Safety and
Inspection Service (FSIS) qui produisent de la viande porcine doivent satisfaire aux normes de
rendement (Performance Standards) relatives a Salmonella et s’assurer que les résultats de

ces tests sont conservés (http://www.inspection.gc.ca/aliments/produits-de-viande-et-de-

volaille/manuel-des-methodes /chapitre-11/etats-unis-d-amerique/annexe-

u/fra/1371663720505/1371663913885, Juin 2015).

1.4.2 CLASSIFICATION DES E. COLI

1.4.2.1 SEROTYPES

Il est possible de distinguer les différents E. coli pathogenes par le sérotypage, en se
basant sur les différences antigéniques de 1’antigéne O et de I’antigene H (Prager et al., 2003).
Les antigénes «O» d’E. coli correspondent a la chaine polysaccharidique des
lipopolysaccharides (LPS) tandis que les antigénes «H» sont associés aux flagelles. On
dénombre, jusqu’a aujourd’hui, 174 antigenes «O» et 56 antigenes «H». Aussi, les antigenes
«O» permettent d’identifier les E. coli selon différents sérogroupes alors que les antigenes «H»
classent les E. coli selon divers sérotypes. Par exemple, les souches O111: H4 et O111: H12

appartiennent au méme sérogroupe mais représentant deux sérotypes distincts.
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1.4.2.2 PATHOTYPES

La classification des E. coli selon les virotypes ou les pathotypes est basée sur la
présence de certains facteurs de virulence et leurs mécanismes d’interactions avec les cellules
des mammiféres ou les tissus (adhésion, invasion et production de toxines) (Robins-Browne
and Hartland, 2002). En d’autres termes, un virotype ou un pathotype est une combinaison
spécifique de geénes de virulence. Les souches pathogéniques d’E. coli sont distribuées dans
huit principaux pathotypes (Donnenberg and Whittam, 2001): les Escherichia coli
entérotoxinogenes (ETEC), les Escherichia coli producteurs de toxine Shiga (STEC), les
Escherichia coli entéropathogene (EPEC), les Escherichia coli extraintestinaux (ExPEC), les
Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC), les Escherichia coli entéro-invasifs (EIEC),
les Escherichia coli entéroaggrégatifs (EAEC) et les Escherichia coli a adhésion diffuse

(DAEC).
1.4.2.2.1 LES ESCHERICHIA COLI ENTEROTOXINOGENES (ETEC)

Les ETEC sont connus en santé publique puisqu’elles représentent 1’agent causal de la
diarrhée du voyageur. En effet, elles affectent les touristes qui consomment de 1’eau ou de la
nourriture contaminée. De plus, en raison des pauvres mesures d’hygiéne, les ETEC affectent
communément les individus vivant dans les régions tropicales en causant des diarrhées
infectieuses. Les enfants d’age préscolaire y sont trés susceptibles (Dubreuil, 2012). Chez le
porc, les ETEC sont responsables de la diarrhée néonatale et post sevrage ainsi que de la
maladie de I’cedéme en combinaison avec des STEC. Les principaux sérogroupes impliqués
dans les cas d’infections porcines a ETEC sont O8, 09, 020, 045, 064, 0101, 0138, 0139,

0141, 0147, 0149, O157 (Fairbrother et al., 2005). Les ETEC sont porteurs d’un ou plusieurs
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genes codant pour les entérotoxines LT, STa, STb et EAST1 (Berberov et al., 2004; Harel et
al., 1991). Elles produisent également des adhésines telles Paa qui lui permettent de s'établir
au sein de 1'hote en conférant un pouvoir d'adhérence a des récepteurs sur les cellules qu'elles

infectent (Leclerc et al., 2007).

1.4.2.2.1.1 LA TOXINE THERMOLABILE (LT)

La toxine thermolabile (LT) est I’homologue de la toxine cholérique (CT) et elle
produit des symptomes similaires a la toxine de Vibrio cholerae (diarrhée aqueuse,
vomissements, yeux enfoncés, déshydratation intense, etc.) (Dubreuil, 2012; Haan and Hirst,
2004). De fagon générale, la diarrhée engendrée par I’entérotoxine LT persiste de 3 a 4 jours
puis elle se résorbe par elle-méme. Le taux de mortalité associé a cette diarrhée non-
hémorragique et sans fievre est de moins de 1%. Il existe deux types de protéine LT : LT-I
que ’on retrouve chez I’humain et les animaux et LT-II qui est isolée chez les animaux
(Dubreuil, 2012). Cette protéine, avec une structure A:Bs, se lie aux cellules épithéliales
intestinales grace a un lien GTP entre les sous-unités B et les récepteurs gangliosides (GM;),
tout comme le fait la toxine cholérique (Erume et al., 2013). L’entérotoxine LT, apres son
endocytose stimule 1’adénylate cyclase et crée des niveaux excessifs d’AMPc, chez certaines
cellules elle provoque 1’activation des lymphocytes B ou I’altération de la sécrétion des
cytokines par les monocytes (Dubreuil, 2012). Elle peut aussi engendrer 1’apoptose, par

exemple chez les cellules CD8+. La synthése de LT est régulée par un opéron : eltAB.

1.4.2.2.1.2 LES TOXINES THERMOSTABLES (STa ET STb)

La toxine thermostable (ST) représente une famille de toxines peptidiques qui sont

stables a 100°C pour 30 minutes. Il y a deux principaux types de toxines ST : STa et STb qui
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sont isolées a partir de souches pouvant étre retrouvées chez le porc et chez I’humain
(Dubreuil, 1997). STb et STa ne présentent aucunes homologies de séquence et ne possédent
pas les mémes récepteurs. Le geéne estd, celui qui code pour STa, fait partie du transposon
Tn1681 et ce dernier est retrouvé sur des plasmides de poids moléculaires différents. STa est
une protéine de 18-19 acides aminés qui agit en liant une guanylate cyclase C et en activant le
cycle de production de GMPc dans la cellule de 1’hote (Dubreuil, 2012). Le GMPc est un
messager cellulaire qui affecte les pompes a ions. STb est une protéine d’environ 48 acides
aminés, retrouvée principalement chez les souches ETEC porcines (Dubreuil, 2012). STb est
¢galement presque exclusivement associée avec les ETEC. STb réussit a agir sur la libération
de calcium causant ainsi la formation de prostaglandine E, (Dubreuil, 2012; Gongalves and
Dubreuil, 2009). La prostaglandine E,, quant a elle, régule la libération d’électrolytes et d’eau
des cellules intestinales (Erume et al., 2013). De plus, STb stimule la sécrétion de bicarbonate
a partir des cellules épithéliales (Rousset et al., 1998). STb induit donc la diarrhée
(relachement d’eau, de bicarbonate, de sodium et de chlore dans le lumen intestinal) de cette

facon sans activer les adénylate ou guanylate cyclases (Gongalves and Dubreuil, 2009).

1.4.2.2.1.3 LA TOXINE THERMOSTABLE (EAST1)

Les ETEC sécrétent aussi une autre toxine thermostable, EAST1. Ce peptide de 38
acides aminés a ét¢ isolé a partir de souches ETEC humaines et animales. EAST1 fait partie de
la famille des STa. D’ailleurs, EAST1 est elle aussi codée par le géne ast4 (ce gene est
répandu chez les ETEC et posséde 98% d’homologie avec son dérivé humain) (de Sousa and
Dubreuil, 2001). EAST1 active le messager GMPc, induit des accumulations de fluides et joue

possiblement un rdle dans le symptdme de la diarrhée (Dubreuil, 2012).
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1.4.2.2.1.4 LES FIMBRIAE (F4 ET F18)

Chez le porc, les facteurs d’adhésion F18 et F4 (ou K88) permettent de détecter les
souches ETEC qui sont souvent responsables des diarrhées colibacillaires de sevrage (Nagy
and Fekete, 1999). Les fimbriae F18 possédent deux variants antigéniques (F18ab et F18ac)
tandis qu’il existe trois variants pour les fimbriae F4 (F4ab, F4ac et F4ad) (Nagy and Fekete,
1999). F4ac représentant le variant le plus commun chez les fimbriae F4. Il est également le
variant le plus impliqué dans la diarrhée post-sevrage chez le porc. Ces variants sont exprimés
a 37°C (et pas a 18°C). Les variants antigéniques de F18 permettent I’adhérence a 1’épithélium
intestinal du porc de plus de trois semaines d’age (Nagy and Fekete, 1999). Plus précisément,
les fimbriae F4 permettent aux ETEC d'adhérer aux récepteurs F4 spécifiques présents sur les
bordures en brosse des entérocytes des porcs de tous ages et par conséquent a coloniser
l'intestin gréle (Nagy and Fekete, 1999). Lorsque les trois variants de F4 (F4ab, F4ac et F4ad)
sont examinés, six phénotypes porcins peuvent étre décrits a I'égard de leur adhérence au
niveau de la bordure en brosse des entérocytes : le phénotype A se lie aux trois variants, le
phénotype B se lie a F4ab et F4ac, le phénotype C se lie & F4ab et F4ad, le phénotype D se lie
a F4ad, le phénotype E ne se lie a aucun des variants et le phénotype F se lie a F4ab (Van Den
Broeck et al., 2000). Les récepteurs des phénotypes A, B et F sont des glycoprotéines tandis
que les récepteurs pour les phénotypes C et D ont été décrits comme des glycosphingolipides
(Van Den Broeck et al., 2000). La prévalence des différents phénotypes porcins peut donc

avoir un impact sur ’apparition de la diarrhée post-sevrage chez le porc.

Une résistance a l’infection par les porcelets est également possible lorsque le

récepteur de F18 n’est pas présent. F18 est codé par un opéron contenant cinq genes (fedA,
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fedB, fedC, fedE et fefF). L’opéron de F4 (fedA, fedB, fedC, fedE, fefF et faeG) possede les
mémes génes que I’opéron de F18 en plus du géne faeG. L’expression de F4 peut, cependant,

étre réprimée par hrp (et localement par la protéine FaeA) (Fairbrother et al., 2005).
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Figure 1 — Pathogenese des Escherichia coli entérotoxinogenes (ETEC) chez le porc
(http://www.ecl-lab.ca/fr/ecoli/pathogenesis.asp, Juin 2015)

1.4.2.2.2 LES ESCHERICHIA COLI ENTEROPATHOGENES (EPEC)

Les EPEC affectent principalement les enfants (Giron et al., 1991). Les EPEC sont
grandement invasives et elles causent des réponses inflammatoires de méme que des diarrhées
potentiellement fatales pour les enfants et les bébés. Les EPEC sont également pathogenes
chez le beeuf, le porc, le lapin et le chien. L’interaction spécifique des EPEC avec les cellules
de I’hdte s’effectue en quatre étapes : I’expression des facteurs d’adhésion, I’initiation de

I’adhérence localisée, le signal de transduction et le contact intime ainsi que le réarrangement
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du cytosquelette et la formation du piédestal. Les différents facteurs de virulence associés aux
EPEC sont véhiculés sur un ilot de pathogénicité appelé «locus d’effacement des entérocytes»
ou LEE (Mellies et al., 1999). Les principaux sérogroupes impliqués dans les cas d’infections

porcines a EPEC sont O45 et O103 (Fairbrother et al., 2005).
1.4.2.2.2.1 LE «BUNDLE-FORMING PILI» (BFP)

L’adhésion est régulée par un fimbriae de type 1V, soit le «bundle-forming pili» (BFP)
(Giron et al., 1991). Le BFP se trouve chez les souches EPEC typiques isolées chez I’humain.
Chez les animaux, les souches EPEC isolées sont plutot non-typiques. L’expression de BFP

est codée par bfpA, qui est localisé sur un plasmide de 60 MDa (Franke et al., 1994).
1.4.2.2.2.2 I’INTIMINE (EAE)

Les EPEC produisent également I’intimine (EaeA) et un court filament de surface,
EspA (Cleary et al., 2004). L’intimine est une protéine de 94 kDa de la membane externe
(Kenny et al., 1997). Elle est codée par le gene eaed, qui lui est localisé sur un ilot de
pathogénicité nommé «locus of enterocyte effacement» (LEE). 1l existe dix-sept types
d’intimines (variation au niveau de la séquence en C-terminal). Par la suite, I’initiation de
I’adhésion est provoquée par le systeme de sécrétion de type III (injection du «translocated
intimin receptor» (TIR) et de molécules effectrices dans la cellule hote) (Cleary et al., 2004;
Elliott et al., 2000). L’attachement des EPEC nécessite une voie de signalisation qui active la
tyrosine kinase de la cellule hote. Par conséquent, deux molécules de signalisation seront
relachées : I’inositol triphosphate (IP3) et le calcium intracellulaire (Ca2+) (Kenny et al., 1997).
Ces deux molécules permettront le réarrangement du cytosquelette, résultant a la formation

des «attaching and effacing lesions». A noter, ces 1ésions sont régulées par des genes localisés
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sur LEE qui possede cinq opérons polycistroniques (LEE1 a LEES) et contient les génes pour
les A/E lésions, I’intimine, TIR et le SSTT (Mellies et al., 1999). Le LEE est également
retrouvé chez les EHEC, mais la taille et le nombre de geénes différent. Les nombreuses
anormalités du cytosquelette méneront a la formation d’un piedestal. Le contact intime, quant
a lui, sera médié par 1’adhésion de I’intimine au récepteur TIR de la cellule hote (Cleary et al.,
2004). Finalement, suite a la formation du piédestal, les protéines effectrices injectées par le
SSTT affecteront les jonctions serrées, les propriétés mitochondriales et la perméabilité
membranaire. Alors, 1’augmentation de la perméabilité membranaire menera a une
malabsorption des nutriments et des ions, la mort de la cellule de I’hote et I’apparition d’une
diarrhée osmotique.
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Figure 2 — Pathogenese des Escherichia coli entéropathogenes (EPEC) chez le porc
(http://www.ecl-lab.ca/fr/ecoli/pathogenesis.asp, Juin 2015)
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1.4.2.2.3 LES ESCHERICHIA COLI PRODUCTEURS DE TOXINE SHIGA (STEC) OU

ESCHERICHIA COLI ENTEROHEMORRAGIQUES (EHEC)

Les STEC ou EHEC (sous-groupe des STEC) peuvent causer des gastro-entérites et
des colites hémorragiques ainsi que le syndrome urémique hémolytique (SUH) chez I’humain
(Boerlin et al., 1998). Chez le porc, les principaux sérogroupes impliqués dans les cas
d’infections (maladie de I’cedéme) & STEC sont 0138, 0139, 0141 et O147. A noter chez
I'homme, environ 6% des infections 8 EHEC évoluent en SUH, une forme aigiie d’insuffisance
rénale. Les sérogroupes impliqués chez les infections humaines sont 026, 0103, O111, O118,
0145, 0157 et 0163 (Beutin et al., 1998). On distingue également les EHEC via la présence
des génes stx. A savoir, LEE contient les génes codant pour le systéme de sécrétion de type III
(SSTT), certains régulateurs tels que les chaperonines, I’hémolysine, la catalase péroxidase et
la sérine protéase. Pour la plupart, les génes nécessaires a 1’induction des Iésions A/E sont
homologues a ceux trouvés chez les EPEC en plus d’étre eux aussi contenus sur le LEE
(Boerlin et al., 1998). La formation des «Attaching and Effacing lesions» est I'un des traits
caractéristiques de la pathogénicit¢ des EHEC. Ceci se produit en trois grandes étapes :
adhérence localisée, événements de signalisation et contact intime. Notamment, les EHEC se
lient intimement aux cellules épithéliales intestinales via les fimbriae (Hacker, 1992). Au
contraire des EPEC, les EHEC n’expriment pas le BFP. Par la suite, un signal est transmis a la
cellule hote via le SSTT ce qui engendre une déformation et une perte des microvillosités, un
réarragement des protéines du cytosquelette de 1’hote de méme que la polymérisation des
filaments d’actine. Finalement, un contact intime est médié par [I’intimine (EaeA).
Conséquemment, 1’attachement des bactéries est favorisé et le développement d’un piédestal

est réalisable. Par ailleurs, les STEC ont été divisé€es en cinq catégories, ou séropathotypes, en
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fonction de la sévérité des infections qu’elles causent. Fait a noter, le séropathotype principal
associ¢ aux EHEC est E. coli O157:H7. E. coli O157:H7 est le sérotype le plus communément
associ¢ au SUH (Anjum et al., 2014). La période d'incubation d’E. coli O157:H7 varie entre 2

et 8 jours (http://www.phac-aspc.gc.ca/publicat/ccdr-rmtc/04vol30/rm3009a-fra.php, Juin

2015). Il n'existe pas de traitement curatif aux antibiotiques contre E. coli O157:H7.
1.4.2.2.3.1 LES TOXINES SHIGA (Stx1 ET Stx2)

Les STEC produisent deux types de toxine Shiga : Stx1 et Stx2 (Herold et al., 2004).
La séquence de la toxine Stx1 est hautement conservée et exprime une grande homologie avec
la toxine Stx produite par Shigella dysenteriae de type 1 (Herold et al., 2004). A savoir, les
anticorps déployés contre la toxine Stx de S. dysenteriae de type 1 peuvent neutraliser la
toxine Stx1 des STEC, mais pas la toxine Stx2. Stx2 posseéde plusieurs variants. Le variant
Stx2e est responsable de la maladie de I’cedéme chez le porc (Hacker, 1992). Stx2e est jusqu’a
mille fois plus plus toxique que Stx1, Stx2 et EaeA réunis (grands risques de développement
du SUH). Les geénes codant pour la production des toxines Stx1 et Stx2 sont rassemblés dans
un bactériophage, semblable a un phage lambda (Herold et al., 2004). Il est possible d’induire
un cycle lytique a ce bactériophage. Les phages résultants peuvent ainsi transférer les genes
stx, de fagon horizontale, a des E. coli ou a d’autres membres de la famille des
Enterobacteriaceae. Aussi, Stxlet Stx2 se lient au méme récepteur, un glycolipide appelé
globotriaosylceramide (Gb3) (Karmali, 2004). La sévérit¢ d’une infection aux STEC et les
dommages causés aux tissus dépend du nombre de récepteurs présents. La toxine Shiga, grace
a une activité de N-glycosylation, coupe une adénine de I’ARNr 28S et inactive ainsi la

fonction de la sous-unité ribosomale 60S (le ribosome ne peut plus interagir avec les facteurs
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d’¢élongation EF-1 et EF-2) (Endo et al., 1988). Elle prévient donc la liaison de I’ARNt et elle
inhibe la synthése protéique. Or, une déficience de synthése protéique meéne a la mort
cellulaire programmée.
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Figure 3 — Pathogenése des Escherichia coli producteurs de toxine Shiga (STEC) chez le porc
(http://www.ecl-lab.ca/fr/ecoli/pathogenesis.asp, Juin 2015)

1.4.2.2.4 LES ESCHERICHIA COLI ENTEROAGGREGATIFS (EAEC)

Les EAEC peuvent causer des diarrhées persistantes chez 1’humain, soit de plus de
quatorze jours. Ces diarrhées sont souvent accompagnées de faible fievre et de perte de mucus.
Néanmoins, elles ne sont pas accompagnées de vomissements. Les diarrhées persistantes chez
les enfants engendrées par les EAEC sont tres similaires aux diarrhées causées par les ETEC.
En outre, les EAEC sont fréquemment isolées de patients atteints du SIDA étant donné
qu’elles infectent couramment des hotes immunodéficients (Savarino et al., 1996). Les EAEC

expriment les fimbriae d’adhérence agrégative I, II et III, les «Curli», les «coiled pilus» et les
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protéines d’adhésion sur la membrane externe (Osek, 2003). L’ensemble des genes
responsables de I’adhésion des EAEC se retrouve sur un plasmide de 60 MDa (Savarino et al.,
1996). De plus, les EAEC produisent deux types de toxines : «ST-like toxiny», aussi nommée
EAST (enteroaggregative ST) et I’«hemolysin-like E. coli toxin» (Savarino et al., 1996). Cette
derniére est une exotoxine «pore-formingy, trés semblable a I’hémolysine. Elle agit également
comme une molécule signal augmentant ’influx de calcium, la dépolymérisation de 1’actine et
la déstructuration du cytosquelette de la cellule de ’hote. Les EAEC adhérent aux entérocytes
formant ainsi un agrégat caractéristique, le «stacked-brick». L’invasion des cellules
¢épithéliales ne se produit pas chez les EAEC. C’est plutét une cytotoxine produite par ces

bactéries qui est responsable des effets histopathologiques observés (Osek, 2003).
1.4.2.2.5 LES ESCHERICHIA COLI ENTERO-INVASIFS (EIEC)

Les EIEC rappellent les Shigella spp., et ce autant du point de vue génétique,
biochimique que pathologique. Chez I’humain, ces EIEC peuvent causer des diarrhées
sanglantes sans SUH et la dysentérie. Cependant, une ingestion de 10° bactéries est nécessaire
pour qu’un individu développe une infection a EIEC (Gorden and Small, 1993). L’implication
des EIEC dans des cas cliniques chez d’autres especes animales n’a pas €té signalée jusqu’a
présent. Les EIEC adherent et pénétrent les cellules épithéliales des muqueuses pour s’y
multiplier dans le cytoplasme. Par la suite, elles se déplacent directionnellement et se
propagent aux cellules adjacentes (comme Shigella, mais sans la production de toxine). Ce
sont d’ailleurs les dommages cellulaires dus a I’invasion et la propagation qui provoquent une

forte réponse inflammatoire et des diarrhées sanglantes semblables a la dysentérie bacillaire
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causée par Shigella. Les geénes responsables de 1’invasion chez les EIEC sont situés sur un

plasmide de 140 MDa, nommé pInv (Lan et al., 2003).
1.4.2.2.6 LES ESCHERICHIA COLI A ADHESION DIFFUSE (DAEC)

Les DAEC constituent un groupe hétérogéne contenant a la fois des souches
pathogéenes et non-pathogenes. Néanmoins, les DAEC peuvent causer des diarrhées infantiles
non sanglantes (Beinke et al., 1998). En effet, il a ét¢ observé que les diarrhées étaient
corrélées avec 1’age des enfants. Une augmentation du nombre de diarrhées causées par les
DAEC est paralléle au vieillissement, et ce a partir de un an jusqu’a 5 ans. Les DAEC
possédent certaines adhésines telles qu’AIDA-1, F1845, CF16K (Beinke et al., 1998).
Certaines souches AIDA-1 positives ont été isolées de cas de diarrhée chez le porc. Le LEE a

lui aussi été isolé chez les DAEC (Beinke et al., 1998).
1.4.2.2.7 LES ESCHERICHIA COLI EXTRAINTESTINAUX (EXPEC)

Les ExPEC possedent une gamme de facteurs de virulence leurs permettant de causer
des maladies a I’extérieur du tractus gastro-intestinal de leur hdte (Johnson and Russo, 2002).
Les ExPEC ont donc développé des stratégies de survie et de multiplication en milieux
hostiles, pauvres en fer, et en présence des divers mécanismes de défense immunitaire de
I’hote. Les maladies humaines engendrées par les EXPEC incluent les infections urinaires, les
méningites néonatales, les pneumonies, les septicémies et autres infections (Smith et al.,
2007b). Les EXxPEC causent également des infections extra-intestinales chez les animaux
d’élevage et les animaux de compagnie. Comparativement aux E. coli commensaux et
contrairement aux E. coli pathogenes vus précédemment, les EXPEC ne causent pas de

maladies entériques. Parmi les facteurs de virulence des ExPEC figurent le «cytotoxic
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necrotizing factor» (CNF-1, CNF-2 ou CNF-3), la «temperature-sensitive hemagglutininy»
(tsh), les fimbriae P (opérons pap) et I’ «aerobactiny» (iucD). La majorité des EXPEC appartient

a des groupes phylogéniques et a des sérogroupes O restreints (Johnson and Russo, 2002).

1.4.2.2.7.1 LE «CYTOTOXIC NECROTIZING FACTOR» (CNF)

CNF-1, CNF-2 (85% d’homologie de séquence avec CNF-1) et CNF-3 (70%
d’homologie de séquence avec CNF-1), tout comme CNFY (61% d’homologie de séquence
avec CNF-1) chez Yersinia pseudotuberculosis et DNT chez Bordetella, font partie de la
famille des «dermonecrotics toxins» (Knust and Schmidt, 2010; Lemonnier et al., 2007). CNF-
1 agit sur les cellules épithéliales, les cellules endothéliales ou les monocytes-macrophages via
I’activation des protéines Rho (Hofman et al., 2000; Lemonnier et al., 2007). Les protéines
Rho sont alors constitutivement liées & un GTP, entrainant chez la cellule eucaryote un
réarrangement du cytosquelette d’actine (Burridge and Wennerberg, 2004; Jaffe and Hall,
2005), I’activation de NF-KB et la libération de cytokines pro-inflammatoires telles que 1L-6,
IL-8 et TNF-a (Falzano et al., 2003). Les genes codant pour CNF-1 et CNF-3 sont localisés
sur le chromosome d’E. coli tandis que le geéne codant pour CNF-2 se retrouve sur un
plasmide. Des études génomiques ont démontrés que le geéne codant pour CNF-1 est plus
commun que le géne codant pour CNF-2 (Kadhum et al., 2008). Les mécanismes d’action de
CNF-2 et CNF-3, notamment en ce qui a trait a I’activation des protéines Rho, sont tres

similaires aux modes d’action de CNF-1 (Stoll et al., 2009).

1.4.2.2.7.2 LA «TEMPERATURE-SENSITIVE HEMAGGLUTININ » (TSH)

Tsh est un membre d’un groupe de protéines, dont le geéne tsh se retrouve dans un

plasmide, que 1’on retrouve parmi le groupe des autotransporteurs (Dozois et al., 2000). Les
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autotransporteurs représentent une famille de protéines autonomes sécrétées par les bactéries a
Gram négatif. Ces protéines exercent plusieurs fonctions impliquées dans la virulence :
adhésion, cytotoxicité et invasion (Dozois et al., 2000). Chez les EXPEC, Tsh agit comme une

adhésine (Schierack et al., 2008).

1.4.2.2.7.3 LE FIMBRIAE (P)

Les fimbriae P représentent également des adhésines chez les ExXPEC (Johnson et al.,
2000). IIs jouent un role principal dans I’infection des voies supérieures du systéme urinaire
(Lane and Mobley, 2007). L’opéron pap («pilus associated with pyelonephritis») code pour
diverses sous-unités des fimbriae P. Sur cet opéron on retrouve les geénes de synthése pour les
protéines structurales (PapA, PapE, PapF, PapH, PapK, PapG), les protéines d’assemblage
(PapC, PapD et Papl) et pour finir les protéines régulatrices (PapB et Papl) (Waksman and
Hultgren, 2009). L’opéron pap codent pour toutes les sous-unités des fimbriae P
(papBAHCDJKEFG), sauf papl qui est transcrit seul et en sens inverse du reste de 1’opéron
(Casadests and Low, 2006). La variation de phase des fimbriae de type P (Pap), comprend
I’intervention de plusieurs protéines : Lrp, Papl, PapB et Dam (Casadesus and Low, 2006).
Les phases ON et OFF d’expression de Pap sont reliées a 1’état de fixation de Lrp dans la
région intergénique de l'opéron. La wvariation de phase de Pap étant un mécanisme

épigénétique, elle est réversible et transmissible de génération en génération.

1.4.2.2.7.4 L’AEROBACTINE

Chez les animaux, le fer est généralement lié aux protéines, ce qui limite sa
disponibilité pour les bactéries. Certaines bactéries, et en particulier les EXPEC, expriment

donc a leur surface des récepteurs de molécules riches en fer comme I’héme, hémoglobine,
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lactoferrine et utilisent plusieurs systémes de capture de fer connus sous le nom de sidérophore
(Mietzner and Morse, 1994). L’aérobactine, encodée par un opéron comprenant le géne iucD,
joue un role dans la colonisation du tractus urinaire par les EXPEC via ’acquisition du fer. En
effet, ’aérobactine est un sidérophore qui permet a la bactérie de capter le fer nécessaire a sa
survie. L’ensemble des geénes codant pour I’aérobactine sont iucABCD et iutA. Quatre de ces
genes sont nécessaires pour la biosynthése de 1’aérobactine. Le géne iut4, quant a lui, code

pour un récepteur membranaire d’E. coli, soit ferriaérobactine (Thariath et al., 1993).
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Figure 4 — Pathogenese des Escherichia coli extraintestinaux (ExPEC) chez le porc
(http://www.ecl-lab.ca/fr/ecoli/pathogenesis.asp, Juin 2015)
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1.4.2.2.8 STEC 0104:H4

En 2011, une souche pathogénique alimentaire d’E. coli O104:H4 a causé une
¢pidémie massive de SUH en Allemagne en 2011. Ce E. coli O104:H4 possedent des facteurs
de virulence homologes avec les STEC de méme qu’avec les EAEC. En effet, ce nouveau
sérotypathotype dispose d’une combinaison inusitée de caractéres pathogéniques typiques des
EAEC (aggR, sigA, sepA, pic, aatA, aaiC, aap et aggA) en plus de produire la toxine Shiga
(stx2a) (Scheutz et al., 2011). Qui plus est, E. coli O104:H4 possede également le gene iutA
codant pour un récepteur d’aérobactine répertorié¢ chez 80% des EXPEC (Scheutz et al., 2011).
L’apparition et la propagation rapide de ce nouveau sérotype démontre donc la possibilité

d’apparition de nouveaux variants.
2. PERFORMANCES ZOOTECHNIQUES ET IMPACT ECON OMIQUE

Les E. coli virulentes figurent parmi les pathogenes alimentaires affectant le plus
I’économie publique et le portefeuille des €éleveurs d’animaux destinés a la consommation. En
effet, ce genre bactérien est a 1’origine de plusieurs maladies humaines et animales. Les
producteurs sont affligés par la diminution des performances zootechniques, voire méme la
perte de certains sujets, tandis que les gouvernements doivent répondre aux épisodes
épidémiques et aux besoins en traitements de la population infectée (Newell et al., 2010).
L’usage de la moulée texturée aurait pour objectif de diminuer la prévalence des E. coli
pathogenes, afin d’éviter le développement de maladies chez les porcs. Or, la moulée texturée
présente également quelques désavantages du point de vue financier. Comme mentionné
précédemment, I’indice de la conversion alimentaire est corrélé avec la taille des particules, ce

qui engendre des colits supplémentaires et non-négligeables pour les producteurs. Cela est
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d’autant plus vrai pour les producteurs de porcs en engraissement (Agostini et al., 2014; Niemi
et al., 2015). Cependant, le taux de mortalit¢ des porcs bénéficie des effets de la moulée
texturée (Melnichouk, 2002). Toutefois, les systémes de distribution de la moulée
présentement retrouvés dans les porcheries ne sont pas adaptés a la moulée texturée. La
granulométrie des aliments, quant a elle, influence la conversion alimentaire (g d’aliment / g
de gain de poids). Dans une ¢étude de Guillou et Landeau (2000), il a été démontré que la
performance de croissance des porcelets et des porcs en stade de croissance-finition n’était pas
affectée par la taille des particules de la dicte (Guillou and Landeau, 2000). Néanmoins, plus
le diamétre des particules était grand, plus la conversion alimentaire était élevée. Le
producteur a donc dii débourser plus d’argent en frais de nourriture. Guillou et Landeau ont
aussi remarqué que le broyage grossier améliorait le gain de poids pendant la phase de
croissance, mais pas pendant la phase de finition au cours de laquelle I’indice de conversion

alimentaire a augment¢ (Guillou and Landeau, 2000).

3.IMPACT SUR LE SYSTEME IMMUNITAIRE

3.1 IMMUNITE INTESTINALE

Le tractus gastro-intestinal peut agir dans le systeme de défense. En effet, la muqueuse
du tractus gastro-intestinal est en contact direct avec de nombreux antigenes, certains comme
la nourriture sont inoffensifs et d’autres comme les microorganismes exogenes peuvent étre de
véritables pathogénes. La couche de mucus représente donc la premicre barriere de I’immunité
innée. Le maintien de ’intégrité de I’intestin et de sa fonction digestive dépend en partie de la
capacité¢ du systeme immunitaire et de sa muqueuse a faire la distinction entre les antigénes

offensifs et inoffensifs et de produire une réponse appropriée: une immunité active ou une
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tolérance (Brandtzaeg, 1996). L’écosystéme gastro-intestinal se compose d’une alliance entre
I’épithélium gastro-intestinal, le systéme immunitaire et une importante flore microbienne.
Ces trois composants sont d’ailleurs continuellement liés entre eux et évoluent ensemble en
assurant une fonction et une activité normale de I’écosystéme (McCracken and Lorenz, 2001).
Afin de se protéger contre d’éventuels agents pathogénes, le systéme immunitaire intestinal est
géré par ce qu’on nomme les tissus lymphoides associés a ’intestin ou GALT (gut-associated
lymphoid tissue), un systetme immunitaire spécialisé lui permettant une défense adéquate en
cas de besoin. Les principales composantes du GALT sont les plaques de Peyer (PP), incluant
les cellules M, les follicules isolés et la lamina propria. Le systéme immunitaire intestinal a
deux fonctions majeures: il doit reconnaitre et exclure les antigénes a I’aide d’anticorps
sécrétoires IgA et IgM en modulant ou inhibant la colonisation de I’hdte par les
microorganismes et la pénétration d’antigénes solubles dangereux et il doit établir des
mécanismes de suppression de la réponse immunitaire afin d’obtenir une tolérance face aux
antigenes alimentaires et aux bactéries commensales dans le bur d’éviter une réaction
excessive (hypersensibilité). C’est par cette derniere fonction que le GALT se démarque. En
tout temps, il doit y avoir un étroit contrdle de la réaction immunitaire pour prévenir
I’inflammation et les allergies alimentaires, sans toutefois empécher 1I’établissement d’une

réponse contre les pathogenes.

Les antigénes du contenu intestinal peuvent changer soudainement di a la modification
de la diete et a I’introduction de nouvelles espéces et souches bactériennes. Des portes
d’entrée spécifiques ainsi qu’un mécanisme complexe de reconnaissance des différents

antigénes présents dans la lumiére intestinale existent. De nos jours, trois routes principales
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d’entrée des antigénes ont été élucidées. La premicre voie d’entrée est formée de cellules
spécialisées nommeées cellules M. Ces cellules sont retrouvées au niveau de 1’épithélium qui
recouvre les plaques de Peyer et les follicules lymphoides. Les cellules M sont responsables
du transport de macromolécules, de particules et de microorganismes a travers 1’épithélium
intestinal. Ces cellules sont capables d’endocytose et de transcytose, mécanismes grandement
facilités par le fait qu’elles sont dépourvues de bordure en brosse rigide, par opposition aux
autres cellules de 1’épithélium intestinal (Neutra et al., 1996). La deuxiéme voie d’entrée est
constituée par les cellules absorbantes de 1’épithélium qui peuvent aussi participer activement
a la réponse immunitaire. Ces cellules peuvent capter des macromolécules et les présenter, via
le complexe majeur d'histocompatibilit¢ (CMH) de classe I ou de classe II, directement aux
cellules T activées intraépithéliales ou encore transférer 1’antigéne aux cellules dendritiques
immatures de la lamina propria (Cheroutre and Madakamutil, 2004). La troisi¢me
voie s’explique par les cellules dendritiques, équipées de longues dendrites, qui peuvent
agripper directement les antigenes de la lumiere intestinale (Rescigno et al., 2001).

3.1.1 LES PLAQUES DE PEYER (PP)

Les plaques de Peyer sont composées de larges follicules riches en lymphocytes B,
d’une région inter-folliculaire riche en lymphocytes T, de macrophages et de cellules
dendritiques. Ces différentes zones, formant le dome sub-épithélial, sont recouvertes par une
monocouche cellulaire appelée épithélium associ¢ aux follicules (FAE). Cet épithélium
particulier est compos¢é de cellules M. Chez le porc, deux catégories bien distinctes de PP
existent : les plaques de Peyer jéjunales et iléales. Les PP jéjunales sont distribuées le long du
jéjunum et de I’iléon proximal en de tout petits amas. Environ 25 a 35 PP jéjunales persistent

tout au long de la vie du porcelet (Bianchi and Van Der Heijden, 1994). L’unique plaque
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située vers la jonction iléo-caecale peut atteindre jusqu'a 2.5m de long (Stokes et al., 1994).
Cette plaque finit par former une série de petites plaques alors comparables en tout point a
celles du jéjunum apres la premicre année de vie du porc. Ces deux types de plaques diffeérent
aussi quant a leur structure et I’activité lymphocytaire qu’on y retrouve (Stokes et al., 1994).
3.1.2 LES CELLULES M

Afin de rejoindre les structures du GALT et ainsi induire une réponse immunitaire
adéquate, les antigenes potentiellement pathogeénes doivent franchir la barriére cellulaire
formée par 1’épithélium intestinal et le FAE des PP. Ce dernier épithélium renferme un type
bien particulier de cellules appelées cellules M (Jepson and Clark, 1998; Neutra et al., 1996).
Les cellules M actives permettent le transfert de 1’antigéne aux cellules présentatrices
d’antigene. L’antigéne est ensuite digéré et présenté par les macrophages. Conséquemment,
les cellules dendritiques et les lymphocytes B se différencieront en plasmocytes conduisant a
la syntheése d’IgA sécrétoires et a la réduction concomitante de lymphocytes B sécrétant des
IgE responsables des allergies. Malgré tout, certains pathogenes entériques comme les
salmonelles peuvent, grace a leurs différents facteurs de virulence, contourner les défenses
intestinales et causer une infection sévére qui peut, dans certains cas, causer la mort de 1’hote.
Salmonella spp. utilisent d’ailleurs les cellules M afin de pénétrer a ’intérieur de I’épithélium
et exercer leur action pathogene sur I’intestin (Goosney et al., 1999).
3.1.3 LES FOLLICULES ISOLES

Les follicules lymphoides des PP, bien que structurellement moins définis, sont
semblables aux plaques de Peyer. La plupart des cellules épithéliales des follicules
ressemblent aux cellules épithéliales des villosités intestinales et présentent une bordure en

brosse a leur pole apical. Ces follicules consistent en un épithélium spécialisé contenant des
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cellules M qui prélevent le contenu de la lumicere intestinale pour le transporter vers les
macrophages et les cellules dendritiques sous-jacentes. A proximité de ces cellules on trouve
des zones contenant des lymphocytes T et B a des degrés de maturation divers. Ces follicules
sont des sites inducteurs de la réponse immunitaire adaptative. Chez le porc, les follicules
lymphoides isolés sont présents dans toutes les parties du gros intestin du porc et en plus grand
nombre a I’embranchement du coélon (Liebler-Tenorio and Pabst, 2006). Aussi, une
accumulation hétéroclite de nodules lymphoides est retrouvée vers 1’ouverture iléocecale.
3.1.4 LA LAMINA PROPRIA

La lamina propria sert de base a la couche épithéliale. Elle est trés diversifiée sur le
plan cellulaire puisqu’elle comprend une population diffuse de cellules de défense telles les
lymphocytes B, T, les cellules plasmatiques, les macrophages, les granulocytes et un faible
nombre de cellules dendritiques et de neutrophiles. Aprés la phase d’induction dans les
plaques de Peyer, les lymphocytes B et T matures migrent dans les nodules lymphatiques
mésentériques via la circulation lymphatique avant de se loger dans la lamina propria (Hokari
et al.,, 2001). De 1a, les lymphocytes T peuvent directement éliminer les pathogenes et les
lymphocytes B et T peuvent participer a la production d’immunoglobulines et de cytokines. La
lamina propria est également bien vascularisée et densément innervée.

4. IMPACT SUR LES LESIONS GASTRIQUES

Selon Mikkelsen et al., les porcs se nourrissant avec de la moulée texturée présentent
des tissus stomacaux moins endommagés, alors que les porcs recevant de la moulée cubée a
granulométrie plus fine présentent des Iésions et de la kératinisation aux niveaux de ces tissus.
Ces résultats pourraient étre liés a ’'uniformité du contenu de I’estomac. Les porcs se

nourrissant avec de la moulée texturée avaient une plus haute teneur en matiere seche et une
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meilleure capacité de liaison a I’eau. Le contenu de leur estomacs ne se divisait donc pas en
plusieurs phases (Mikkelsen et al., 2004). La granulométrie des aliments influence également
le développement d’ulcéres (Mikkelsen et al., 2004). Or, les ulceres gastro-cesophagiens
peuvent diminuer la performance de croissance ou méme mener a la mort du porc (Regina et
al., 1999; Taube et al., 2009). La forte teneur en acides organiques maintenue dans 1’estomac
en raison de 1’utilisation de la moulée texturée ne semble pas avoir d’impact négatif sur 1’état
du tube digestif (Regina et al., 1999; Taube et al., 2009). Une modulation de I’acidité¢ du
tractus gastro-intestinal menera a la stabilisation du mucus intestinal, a la stimulation du
systtme immunitaire et a la maintenance d’une bonne santé intestinale en général

(Vondruskova et al., 2010).
5. ACTIVITES METABOLIQUES DE LA FLORE INTESTINALE

En modifiant le processus de transformation, la composition, la texture et la
granulométrie de la dicte servie aux porcs, une modulation des populations de la microflore du
tractus gastro-intestinal surviendra. Effectivement, une granulométrie élevée améliore la santé
gastro-intestinale en favorisant la prolifération des Lactobacillus et en inhibant la croissance
des Enterobacteriaceae (Callan et al., 2007). Les particules grossieres induisent des conditions
physico-chimiques qui favorisent la croissance des bactéries anaérobies, la production d’une
variété d’acides organiques et une baisse du pH affectant la population des Enterobacteriaceae
(Mikkelsen et al., 2004). Or, ’augmentation du nombre total de bactéries anaérobies
correspond a une hausse de la fermentation microbienne entrainant ainsi une €lévation de la
concentration totale d’AGV (Wang et al., 2005). Les AGV seraient donc produits en plus

grande quantité quand le péristaltisme est ralenti en raison de la forte granulométrie et lorsque
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la fermentation microbienne est plus longue (Prohaszka, 1986). D’un autre coté, une fine
granulométrie distribuée sous forme cubée privilégie la conversion alimentaire et la

performance de croissance (Mikkelsen et al., 2007; Wondra et al., 1995a).
5.1 ACIDES GRAS VOLATILS

Les acides gras volatils (AGV) ou Short-Chain Fatty Acids (SCFA) sont des acides
gras a courte chaine de 2 a 6 atomes de carbone produits par la fermentation microbienne dans
le tractus gastro-intestinal. A vrai dire, les AGV représentent 92% de la concentration totale
des acides organiques du gros intestin (Prohaszka, 1986). Les principaux AGV du gros
intestin, soient les acides acétique, propionique et butyrique, sont produits dans un ratio
variant de 75:15:10 a 40:40:20 pour chaque espéce animale (Bergman, 1990). Les AGV, de
méme que ’acide lactique, sont connus pour leurs activités bactéricides efficaces (Gantois et

al., 2006; Hung et al., 2013; Prohaszka, 1986; Ricke, 2003).

En ¢élevage, les AGV sont parfois ajoutés dans 1I’eau que boivent les animaux,
principalement les poulets de chairs et les porcs, afin de réduire le développement de bactéries
pathogenes. Deux principales versions commerciales d’additifs a base d’AGV existent d¢ja, la
version non-encapsulée et la version encapsulée. Une étude de Prohaszka et al. a d’ailleurs
démontrée I’action antibactérienne des AGV lors d’infections intestinales a E. coli chez le
lapin (Prohaszka, 1986). Mikkelsen et al. ont, quant a eux, démontré chez le modele porcin
que les hauts niveaux d’acide lactique et d’AGV de méme que la chute du pH stomacal
permettent de tuer certaines Enterobacteriaceae pathogenes (Salmonella et E. coli) (Canibe et

al., 2005; Gantois et al., 2006; Mikkelsen et al., 2004). Plus encore, les AGV ont démontré un
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effet sur la diminution significative de 1’adhésion des STEC (E. coli O157:H7) aux cellules du
colon chez les bovins (Cobbold and Desmarchelier, 2004). On peut alors poser 1’hypothese
que la moulée texturée pourrait augmenter la prolifération de bactéries produisant des AGV et
ainsi contribuer a la santé gastro-intestinale des porcs en réduisant le risque de multiplication

de certaines bactéries pathogénes telles que certains pathotypes de E. coli.

pKy= 4.7
CH,ICH,).CO0 + H' = =  CHICH,)L,COO0H

pH \
4

CHACH, ), CO0" + W CH,(CH,),CO0H
.1 ere 1 I3
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Figure 5 — Mécanisme d’action de 1’effet bactériostatique des acides gras volatils (Defoirdt et
al., 2009). La forme non-dissociée de 1’acide gras volatil diffuse a travers la membrane puis se
dissocie dans le cytoplasme. Conséquemment, la cellule doit expulser les protons excédant en
dépensant de I’énergie (ATP).

Vraisemblablement, 1’effet antibactérien des AGV dépend du pH (effet optimal entre
5,6 et 6,6) puisque la structure des AGV est modulée selon ce paramétre et selon leurs pKa
(constante de dissociation) respectifs (Figure 5). En effet, le mécanisme d’action le mieux
connu des AGV implique que la forme non-dissocié¢e des AGV qui peut traverser librement la
membrane bactérienne via un processus de diffusion. Lorsqu’entrés dans la cellule, les AGV
se dissocient pour se convertir en leurs formes CoA thioesters (forme dissociée), créant une

baisse dramatique du pH intracellulaire et un surplus de protons et d’anions. La cellule expulse

donc I’excés de proton, un processus énergivore menant a la mort de celle-ci (Defoirdt et al.,
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2009). Lorsque le pH est plus ¢élevé que 6,6, la concentration d’AGV non-dissociés est trop
faible pour qu’une activité antibactérienne soit observée. Les acides acétique, propionique et
butyrique produits par la microflore ont également d’autres effets bénéfiques pour la santé
intestinale (figure 6). Notamment, ils stimulent la libération de mucine dans les organes
augmentant ainsi le débit sanguin de la muqueuse (Ploger et al., 2012). Ils générent également
un milieu acide et par le fait méme la stimulation de 1'absorption d'eau et 1'électrolyte. L acide
butyrique a également des effets qui lui sont spécifiques au niveau de la santé intestinale,
spécialement au niveau du métabolisme des cellules épithéliales (source d’énergie) et/ou a
I’inhibition de la désacétylation des histones (régulation de certains genes) (Ploger et al.,
2012). Ce dernier effet est impliqué dans la régulation de la prolifération, la différenciation et
l'apoptose cellulaire. Ceci peut avoir un impact majeur dans la prévention du cancer du colon
notamment au niveau des actions anti-inflammatoires et du réle de barriéres de préservation
(préservation de ’intégrité des jonctions serrées et inhibition de la relache de TNF-a) qui sont
essentielles pour la prévention et le traitement des maladies inflammatoires de I’intestin
(Ploger et al., 2012). Certaines ¢tudes ont aussi démontré que les AGV ont des propriétés
neuroactives. En pénétrant dans la circulation sanguine, ils agissent sur des régions du cerveau
via des récepteurs transmembranaires ou des récepteurs d’acides gras -FFA2/FFA3- (Akiba et

al., 2015; Russell et al., 2013).
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Figure 6 - Effets des AGV dans le tractus gastro-intestinal (Ploger et al., 2012)

Malgré la forte teneur en AGV dans le gros intestin, 1’effet antimicrobien des AGV est
plus grand dans I’estomac que dans le gros intestin. Les propriétés physicochimiques et
microbiennes du contenu de 1’estomac sont modulées plus facilement par I’alimentation tandis
qu’aucunes altérations n’est observées dans le gros intestin (Mikkelsen et al., 2004). De ce
fait, I’estomac agit comme une barriére pour le reste du tractus gastro-intestinal. S’il y a une
moins grande colonisation par les bactéries pathogeénes dans le reste du tractus gastro-
intestinal, moins de bactéries pathogenes seront excrétées par les féces et les risques de
dissémination seront diminués. La différence de la sensibilité des bactéries vis-a-vis les acides
gras volatils ainsi que 1’éventail d’impacts de D’effet antibactérien des différents AGV

demeurent des sujets a étudier (Van Immerseel et al., 2006). Les trois AGV les plus connus
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sont : 1’acide acétique, 1’acide propionique et 1’acide butyrique. Il existe aussi 1’acide

isobutyrique, valérique, isovalérique et caproique (Willig et al., 2004).

C'est dans le tractus intestinal porcin que commence la production d'acides gras volatils
par la microflore indigéne (Russell, 1979; Zhu, 2000). Grace a diverses méthodes classiques
de microbiologie, il a été possible d’isoler et d’identifier les genres bactériens producteurs
d’AGV a partir de feéces porcines. Les genres bactériens dominants qui y étaient retrouvés sont

décrits dans le tableau 1.

Tableau I. Genres bactériens indigenes de la flore intestinale porcine et les AGV qu’ils
produisent respectivement (Zhu, 2000)

Genres bactériens AGV
Streptococcus Acides acétique, propionique et butyrique
Peptostreptococcus Acides acétique, propionique, butyrique, isobutyrique,

valérique, caproique et isovalérique

Eubacterium Acides acétique, propionique, butyrique, isobutyrique,
valérique, caproique, isocaproique et isovalérique

Clostridium Acides acétique, propionique, butyrique, isobutyrique,
valérique, caproique, isocaproique et isovalérique

Lactobacillus Acides acétique, propionique et butyrique
Escherichia Acides acétique, propionique et butyrique
Bacteroides Acides acétique, propionique, butyrique, isobutyrique,

valérique, caproique et isovalérique
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Les Streptococcus, bactéries pour la plupart anaérobes facultatives, fermentent les
hydrates de carbone et produisent principalement l'acide lactique et, en plus faibles
proportions, les acides acétique, propionique et butyrique (Cotta et al., 2003; Zhu, 2000). [l y a
aussi les Peptostreptococcus qui sont des anaérobes chimiohétérotrophes et qui catabolisent
les acides aminés en acides acétique, isobutyrique, valérique et isovalérique. La microflore
contient aussi les Eubacterium et les Clostridium qui sont des bactéries anaérobes utilisant
surtout les hydrates de carbone et les acides aminés, respectivement (Russell, 1979; Salanitro
et al., 1977). Elles sont connues pour produire de grandes quantités d'acides gras volatils
comme l'acide acétique, butyrique, lactique, caproique, propionique, valérique, isobutyrique,
isocaproique, isovalérique et 1’acide formique. Les Lactobacillus produisent des acides
lactique, acétique, propionique et/ou butyrique selon leur mode de fermentation (Yin and
Zheng, 2005). Dans le lisier, le genre Escherichia est représenté surtout par E. coli qui est
anaérobe facultatif (Salanitro et al., 1977). II fermente le glucose et autres hydrates de carbone
en acides lactique, acétique et formique. Finalement, les Bacteroides sont des anaérobes
chimiohétérotrophes qui produisent les acides lactique, acétique, formique, propionique et

butyrique lors de la fermentation (Cotta et al., 2003).

5.1.1 ACIDE ACETIQUE

L’acide acétique (C,H4O,) est un produit de la fermentation bactérienne qui joue un
role important dans la génération d’ATP en plus d’étre une source majeure d’acétyl-CoA pour

la synthése des lipides (Fujino et al., 2001; Yamashita, 2015).
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5.1.2 ACIDE PROPIONIQUE

L’acide propionique (C3HgO;) représente un substrat majeur pour la néoglucogénése
pour les cellules. Récemment, Hung et al. ont illustré in vitro que 1’acide propionique pouvait
inhiber la virulence d’entérobactéries pathogeénes. Cette action spécifique sur le «Salmonella
pathogenicity island 1 (SPI-1)» via le contrdle anti-traductionnel de HilD permet par le fait
méme une réduction de I’invasion de Salmonella spp. dans les cellules épithéliales (Hung et

al., 2013).

5.1.3 ACIDE BUTYRIQUE

L’acide butyrique (C4H3O,) est, quant a lui, impliqué dans la production d’énergie de
I’hote. Il représente d’ailleurs une source d’énergie importante pour les entérocytes (Houdijk
et al., 2002). L’acide butyrique est également associé a des capacités d’inhibition spécifiques
de la colonisation d’entérobactéries pathogenes, en plus de ses effets bactériostatiques.
Gantois et al., ont ainsi démontré que [’acide butyrique pouvait inhiber précisément
I’expression du «Salmonella pathogenicity island 1 (SPI-1)» (Gantois et al., 2006). Une étude
de Boyen et al. a démontré une réduction de ’expression de hil4 ainsi qu’une baisse de
I’invasion des cellules intestinales porcines chez certaines souches d’origine porcine de
Salmonella Typhimurium lorsque de I’acide butyrique ou de ’acide propionique a 10 mM de
concentration étaient ajouter au milieu de culture. Cette étude a également illustré une
réduction de 1’excrétion de Sal/monella chez des porcs recevant un additif alimentaire a base

d’acide butyrique encapsulé (Boyen et al., 2008b).
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6. MODIFICATION DE LA FLORE INTESTINALE

Le porc est un omnivore monogastrique et la physiologie et I’anatomie de son systéme
digestif sont proches de celles de I’homme. Chez le porc, comme dans les autres especes, la
flore varie en fonction des stades physiologiques et de I’alimentation (Hara et al., 1995;
Katouli et al.,, 1995). La flore intestinale forme donc un écosystétme complexe dont la
composition varie en fonction de la localisation dans le tube digestif et en fonction de
I’individu (Arumugam et al., 2011; Lu et al., 2003). La composition bactérienne, virale et
parasitaire de la flore du tube digestif est relativement stable pour un individu au cours du
temps. Il a déja été¢ montré qu’il existait des différences dans la composition de la flore entre
des porcs de méme origine génétique, et qui étaient hébergés dans des conditions identiques
(Harmoinen et al.,, 2003). La flore intestinale porcine est complexe et se compose
principalement d’une flore dominante, d’une flore sous-dominante et d’une flore transitoire.
La flore bactérienne dominante, anaérobie stricte ou anaérobie facultative, est composée de
Streptococcus, Lactobacillus, Eubacterium, Bifidobacterium, Fusobacterium et Bacteroides
(Moore et al., 1987). Cette flore dominante représente plus de 90% de la flore intestinale du
porc. Qui plus est, le genre Lactobacillus constitue la flore dominante de 1’intestin gréle et du
gros intestin du porc. La flore sous-dominante, qui regroupe moins de 10% de la flore
intestinale du porc, est composée d’espéces bactériennes anaérobies strictes mais aussi
d’especes aérobie-anaérobie facultatives telles que les entérobactéries et les entérocoques.
Chez le porc, les souches d’E. coli représentent environ 2% des bactéries fécales. A coté de
cette flore résidente, il peut exister une flore transitoire, qui ne s’implante pas dans le tube
digestif, sauf dans des circonstances pathologiques ou lors d’une antibiothérapie. Cette flore

transitoire est composée de Clostridium, Proteus, Staphylococcus, Pseudomonas, Salmonella
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et Shigella. Chaque segment du tube digestif offre des conditions trés différentes pour la
survie des différents microorganismes (présence d’oxygene et acidité). La flore de I’estomac,
du duodénum et de I’intestin gréle est essentiellement composée de lactobacilles alors que les
bactéries anaérobies strictes, comme les Bacteroides, dominent dans le secteur caeco-colique
(Kararli, 1995). Le colon abrite la densité microbienne la plus abondante avec 10°-10'! unités
formatrices de colonie/g et une majorit¢ de bactéries anaérobies strictes, composée de
nombreuses especes. Le transit digestif y est également plus lent. La durée du transit

alimentaire est de 1’ordre de 30 heures chez le porc en croissance et de 50 heures chez 1’adulte.

La microflore bactérienne joue plusieurs roles. Tout d’abord, elle exerce une action sur
I’anatomie du tube digestif et elle agit également sur les caractéristiques physico-chimiques du
tube digestif (modification du pH notamment) et sur la physiologie digestive (vitesse de
transit, métabolisme). Enfin, elle stimule également les mécanismes de défense immunitaire et
exerce un effet barriere vis-a-vis de bactéries colonisatrices. Cet effet de barriere est
principalement assuré par la flore anaérobie, mais aussi par des facteurs anatomiques et
physiologiques (péristaltisme, sécrétion de salive et acidité gastrique). La microflore digestive
est un systtme dynamique en perpétuel renouvellement et susceptible d’étre modifié par
différents facteurs comme le stress, les agents microbiens, I’alimention et I’environnement. Le
stress perturbe la physiologie digestive et est a I’origine d’un déséquilibre de la flore (Al-
Fataftah and Abdelgader, 2014). Les stress sont fréquents en élevage porcin et le porc y est
particulierement sensible. Les modifications brutales et importantes du régime alimentaire,
quant a elles, peuvent affecter la microflore digestive. Par exemple, une di¢te composée

d’aliments plus grossiers, telle que la moulée texturée, ralentie le péristaltisme, modifie la
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qualit¢ du chyme dans les différentes sections du tractus gastro-intestinal et module Ila
microflore commensale et pathogene (Mikkelsen et al., 2004). La multiplication des
microorganismes a Gram positif sera favorisée dans I’estomac créant de la compétition pour
les Salmonella spp. et les E. coli pathogénes réduisant ainsi leur dispersion dans le petit
intestin (Mikkelsen et al., 2004) Gantois ef al. de méme que Van Immerseel et al. ont suggéré
que les modifications de la microflore et I’augmentation de la production d’acide butyrique
engendrées par le ralentissement du péristaltisme pouvaient réduire les infections invasives
causées par les Salmonella spp. (Gantois et al., 2006; Van Immerseel et al., 2006). Aussi, un
ratio lactobacilles/entérobactéries ¢levé constitue un bon indicateur de santé intestinale

(Muralidhara et al., 1977).

7. RESISTANCE AUX ANTIMICROBIENS CHEZ E. COLI

L’augmentation du nombre de pathogeénes alimentaires multirésistants aux
antimicrobiens («Multidrug resistant» (MDR)) représente une problématique internationale en
santé publique. Au Canada, un programme de surveillance, le Programme intégré canadien de
surveillance de la résistance aux antimicrobiens (PICRA) a méme été établi (Boerlin et al.,
2005). L’encadrement de I’utilisation des antimicrobiens a méme conduit la Direction des
médicaments vétérinaires de Santé Canada a classer les antimicrobiens en quatre grandes

catégories selon leur importance en médecine humaine (Tableau II).
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Tableau II. Classification des antimicrobiens selon leur importance en médecine humaine
(http://www.phac-aspc.gc.ca/cipars-picra/2012/chapl-section-4-fra.php, Juin 2015)

Catégorie
d’importance en Classe d’antimicrobiens
médecine humaine

Carbapénems, Céphalosporines de troisiéme et de quatriéme
génération, Fluoroquinolones, Glycopeptides, Glycylcyclines,

I Treés haute Kétolides, Lipopeptides, Monobactams, Nitroimidazoles
importance (métronidazole), Oxazolidinones, Associations pénicilline-inhibiteur
de B-lactamase, Polymyxines (colistine) et Agents thérapeutiques
contre la tuberculose
Aminoglycosides (sauf les agents topiques), Céphalosporines —
Premiére et deuxiéme générations (y compris les céphamycines), Acide
Haute .. . . . y e .
Im . fusidique, Lincosamides, Macrolides, Pénicillines, Quinolones (sauf
1mportance . . . .
les fluoroquinolones), Streptogramines et Triméthoprime-
sulfaméthoxazole
Movenne Aminocyclitols, Aminoglycosides (agent topique), Bacitracines,
m oY Fosfomycine, Nitrofuranes, Phénicoles, Sulfamides, Tétracyclines et
1mportance ., .
Triméthoprime
v Fa1ble Flavophospholipols et Ionophores
1mportance

L’acquisition de génes de résistance par les bactéries commensales constitue aussi un
enjeu puisque ces microorganismes peuvent former des réservoirs et donc transmettre ces
génes de résistance aux microorganismes pathogenes chez I’humain et/ou 1’animal
(Karczmarczyk et al., 2011). De plus, le potentiel de transmission de ces bactéries, par
exemple E. coli, entre différents hotes humains et animaux est bien connu (Johnson et al.,
2005). La détection d’E. coli (et autres pathogeénes alimentaires) possédant des genes de
résistance aux antimicrobiens est de plus en plus fréquente (Boerlin et al., 2005; Sanchez et
al., 2002). Il faut également savoir que les variations de prévalence sont aussi liées au statut
sanitaire des animaux, a 1’age des animaux de méme qu’au mode de gestion de production
(Smith et al., 2007a). Le développement de solution alternative a I'usage des antimicrobiens,

comme les différentes stratégies alimentaires (supplémentation ou modification de la

46


http://www.phac-aspc.gc.ca/cipars-picra/2012/chap1-section-4-fra.php

présentation de 1’aliment des porcs), est donc devenu une nécessité. Par exemple, une étude de
Jahanbakhsh et al. montre que la supplémentation de la diéte du porcelet en sevrage avec du
clinoptilolite peut diminuer la prévalence d’E. coli porteurs de certaines geénes de résistance
aux antimicrobiens et génes de virulence (Jahanbakhsh et al., 2015). 1l est également
primordial de connaitre certaines caractéristiques de 1’antibiorésistance des agents pathogenes
causant les maladies en élevage porcin afin de bien controler les maladies et d’éviter I’échec
du traitement. Plusieurs études démontrent des résultats concernant la surveillance de
I’antibiorésistance de souches d’E. coli isolées chez les porcs ou la viande porcine. Une étude
espagnole sur 205 isolats d’E. coli provenant des féces de porcs a 1’abattoir a pu démontrer
que les antimicrobiens pour lesquels la résistance était plus souvent détectée étaient I’acide
nalidixique (40,4%), le chloramphénicol (59,5%), I’amoxicilline (72,2%), le triméthoprime
(83,4%), le sulfaméthazine (87,8%) et la tétracycline (95,6%) (Teshager et al., 2000). Une
¢tude albertaine sur 41 isolats d’E. coli provenant de viande porcine a quant a elle pu
démontrer que les antimicrobiens pour lesquels la résistance était plus souvent détectée étaient
la tétracycline (2,4 a 24,4%), les R-lactamases (2,4 a 14,6%) et la streptomycine (9,8 a 22,2%)
(Sheikh et al., 2012). Cette ¢tude montre aussi que 31,7% des isolats d’E. coli possédaient plus
de deux genes de résistance aux antimicrobiens. Une étude en République tchéque rapportait
des résultats d’antibiorésistance pour 32 E. coli isolés de viande porcine. Plusieurs E. coli
étaient résistants a la sulfaméthoxazole/triméthoprime (21,9%), la triméthoprime (25,0%), la
streptomycine (25,0%), la tétracycline (43,8%) et ampicilline (46,9%) (Skockova et al.,
2015). A savoir, les méthodes pour déterminer les statuts de résistance des souches ne sont pas
toujours les mémes, il faut donc étre prudent lorsque vient le temps de comparer les résultats

des études de ce genre.
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8. HYPOTHESE

Les caractéristiques physiques (texture et granulométrie) de la moulée du porc
d’engraissement influencent les activités métaboliques et la prévalence des Escherichia coli
pathogénes dans le tractus gastro-intestinal. Plus précisément, des moulées texturée et/ou de
forte granulométrie permettent une diminution de la prévalence des E. coli pathogenes, une
augmentation de la concentration gastro-intestinale d’acides gras volatils, une réduction du
dénombrement des ulcéres gastro-oesophagiens et une diminution des performances de

croissance.

10. OBJECTIFS

Les objectifs de cette étude consistaient a mesurer I’impact de la texture et de la
granulométrie de la moulée sur la concentration intestinale en Escherichia coli totaux et
particulierement sur la prévalence des Escherichia coli pathogenes (ETEC, EPEC, STEC et
ExPEC), sur les profils et concentrations intestinaux des acides gras volatils et finalement sur
la santé globale du porc (performances de croissance, développement ulcéres d’estomac et

conversion alimentaire).
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ABSTRACT: Feed characteristics may influence the bacterial community composition and
metabolic activities in the pig gastrointestinal tract, known to be associated with positive
effects on the gut. Use of mash feed is associated with reduced Salmonella excretion although
little is known of its effect on the E. coli population, nor of the mechanism of action. Our
objectives were to assess the effect of feed texture combined with feed particle size on VFA
profiles and levels, total E. coli count, and presence of genes encoding virulence factors of
pathogenic E. coli strains in the digestive tract, along with their impact on pig performance of
fattening pigs. Pigs (n=840) on a commercial farm received mash or pellet diets of different
particle sizes during the fattening period. Caecal and colon contents from 165 pigs were
sampled at the slaughterhouse for enumeration of E. coli by quantitative PCR (qPCR) and for
VFA quantification by capillary gas chromatography. The yccT gene was used to enumerate
total E. coli. Improved pig performance associated with pellet texture and 500 pm size were
observed. Caecal (p=0.02) and colon (p<0.01) propionic acid concentrations were lower for
pigs receiving pellet rather than mash feed. Similarly, caecal (p=0.01) and colon (p<0.001)
butyric acid concentrations were also lower for pigs receiving pellet rather than mash feed, as
determined by capillary gas chromatography. Moreover, caecal (p=0.03) and colon (p<0.001)
butyric acid concentrations were higher for pigs receiving a feed with a 1250 um rather than
500 pum particle size. On the other hand, total caecal and colon E. coli levels were higher for
pigs receiving pellet feed than for those receiving mash feed. For total E. coli enumeration,
caecal (p<0.01) and colon (p<0.01) yccT gene copies were higher for pigs receiving pellet
rather than mash feed. No effect of particle size on fatty acid concentrations or on E. coli

numbers was observed. Virulence genes quantification revealed no trend. Taken together,
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results showed that mash feed is associated with lower growth performance but with

favourable intestinal changes linked to VFA levels and E. coli reduction in the intestine.

Key words: E. coli, feed particle size, feed texture, pigs, volatile fatty acid, pig performance
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INTRODUCTION

Foodborne diseases are still a major public health concern, as many etiological agents
may be zoonotic, and their control on farm may be quite challenging. Moreover,
antimicrobials are commonly used to control bacterial infections at the farm level, generating
public health concerns. Changes in feed characteristics, such as the use of non-pelleted rather
than pelleted feed or different particle size, may enhance pig gastrointestinal tract health,
reduce Salmonella spp. prevalence, and influence pig performance (Lo Fo Wong et al., 2004;
O’Connor et al., 2008). However, this has not yet been clearly confirmed in field conditions
and the mechanism of action is still unknown. In addition, no data are available regarding the
effect of feed characteristics on E. coli populations. For instance, dietary modifications
resulting in a modulation of the bioregulation of volatile fatty acids can have a potential
impact on the intestinal microflora (Knudsen et al., 2003). It has been recognized, for some
time, that volatile fatty acids such as acetic, propionic, butyric, valeric, and lactic acid have
antibacterial activity. Propionic and butyric acids are particularly important metabolites
because of their specific inhibition of enteric bacteria such as Salmonella spp. and general
antibacterial effects on E. coli in pigs (Hedemann et al., 2005; Stecher and Hardt, 2011). The
aim of this study was to investigate the effect of feed texture (mash versus pellet) combined
with particle size (500 um versus 750 pm versus 1,250 pm) on volatile fatty acid profiles and
levels, total E. coli, and genes encoding virulence factors of pathogenic E. coli in the digestive
tract. As a secondary objective,performance of fattening pigs was also evaluated with respect

to the different diets.
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MATERIALS AND METHODS

Animals and diets

The study was conducted with an integrated pig production company owning feed
mills, farms, slaughterhouse and animal transportation trucks. A total of 840 crossbred Duroc-
Yorkshire-Landrace fattening pigs from an all-in all-out commercial herd in Québec, Canada,
were distributed in 84 pens (5 females and 5 males per pen). Each pen received one of six
different diets (mash feed 500, 750 or 1,250 um and pellet feed 500, 750 or 1,250 pum),
resulting in 14 pens (140 pigs) allocated to each diet. Diets were assigned randomly for each
pen at the beginning of the assay (55 d of age) and maintained until the end of the fattening
period (120 d later) in a commercial production unit. Each pig had 2.29 square meter space.
Formulation of each of the six different diets was the same (Appendix 1). Only the feed
texture and/or the feed particle size were variable. Particle size of the diets was determined by
using a Tyler Ro-tap shaker machine with sieve stack as recommended by the American
Society of Agricultural and Biological Engineers (ASABE) (Standard, 2003). Four diet
formulations were given over the fattening period: the Pre-starter formulation was fed from
day 1 to 21, the Starter from day 22 to 46, the Grower from day 47 to 88 and the Finisher from
day 89 to the end (d 120) according to common commercial feeding practices. All pigs were
weighed at each change of formulation and the feed consumption data were collected. Feed
consumption was estimated by the amount of feed used divided by the number of pigs per pen.
All procedures were approved by the ethics committee on animal use of the Université de

Montréal based on the guidance of the Canadian Council on Animal Care (CCAC).
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Sample collection

After a transport to the slaughterhouse early in the morning and a lairage of two hours
in cleaned pens, the pigs were slaughtered as the first batch of the day. Ileal, cecal and colon
contents from 164 pigs were sampled individually, pigs being selected from each pen and
followed until the end of the assay. More specifically, two pigs (one male and one female)
were selected per pen. However, some pigs could not be sampled because they had died
previously at the farm or because they were condemned by an inspector at the slaughterhouse.
Intestinal contents were collected using two conical 15 ml plastic tubes. For each sample, one
tube was filled and stored at -20°C for analysis of VFA, the other tube being stored at -80°C
for subsequent DNA extraction for quantitative PCR (qPCR) analyses of individual samples of
cecal and colon contents. Following the period of fasting, the gastrointestinal tract of the pigs
was almost empty, especially the ileum. It was decided to use the small amount of ileum
content for the VFA quantification. In addition, caecum and colon are associated to an

increase risk of contamination at slaughterhouse, during evisceration.

Volatile fatty acids analysis

Samples of ileal, caecal and colon contents from 164 pigs were thawed at 4°C
overnight and 4 g of each sample was weighed into a centrifuge tube containing six g of
deionised water. Tubes were centrifuged at 38724 X g for 30 minutes. Then, 0.25 ml of
sulfuric acid 0.5M was added to 1.30 g of supernatant. The suspension was vortexed and
centrifuged at 13793 X g for 15 minutes. The supernatants (0.5 ml) were separated and mixed
with 0.5 ml of an internal standard (2-ethylbutyric). Resin DOWEX 50W X8 from Sigma-

Aldrich (0.2 g) was added to each sample. Tubes were then gently vortexed and the
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suspension was filtered using a BD Luer-Lok 3 ml Syringue with a 25 mm Syringue Filter
w/0.45 pum cellulose (VWR International, Mississauga, ON). All the vials were kept at 4°C
until they were analysed with the chromatograph. The VFA (acetic, propionic, butyric,
isobutyric, isovaleric and valeric) concentrations were measured using a Perkin-Elmer gas
chromatograph model 8310 (Perkin-Elmer, Waltham, Mass.), equipped with a DB-FFAP high

resolution column.

Multiplex PCR analysis

Samples from cecal and colon contents were enriched in Luria Bertani broth overnight
at 37°C and DNA templates prepared from the resulting enrichments by heat lysis (22).
Twelve virulence genes (Table 1) defining the E. coli pathotypes found in animals were
selected for use in our study (Herrero et al., 1988; Furrer et al., 1990; Lortie et al., 1991;
Woodward et al., 1992; Ojeniyi et al., 1994; Beaudry et al., 1996; Dozois et al., 2000; Ngeleka
et al., 2003; Antaoa et al., 2007). Four multiplex PCR procedures were performed according to
a protocol of the Reference Laboratory for Escherichia coli (EcL — Faculty of Veterinary
Medicine from the Université de Montréal) available
at http://www.apzec.ca/en/APZEC/Protocols/APZEC PCR_en.aspx with slight modifications

(Maluta et al., 2013).

Quantitative PCR

For gqPCR, total DNA was extracted from cecal and colon contents of pigs by use of
a physical-chemical method with phenol-chloroform essentially as previously described, with
a few modifications (Juteau et al., 2004). Briefly, cells were disrupted in FastPrep Lysing

Matrix tubes using the FastPrep-24 Instrument (MP Biomedicals, Solon, OH). The DNA was
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purified by phenol-chloroform-isoamylic alcohol extraction and precipitated with ethanol.
DNA was quantified using Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer (ND1000 V3.1.2). The
qPCR was performed on an Eco Real-Time PCR System (Illumina, San Diego, CA) using the
Eco Software (version 4.1). Each reaction was run in triplicate in a volume of 20 pL. The
reaction mixture consisted of 4 uL MBI EVOlution EvaGreen qPCR master mixes (Montreal
Biotech Inc.), 1 uL (10uM) primers (Table 2), 9 uL of sterilized water, and 5 uL (10 ng/uL) of
DNA of cecal or colon contents. Amplification involved 1 cycle at 95 °C for 10 min for initial
denaturation, followed by 40 cycles of denaturation at 95 °C for 15 s, primer annealing at
optimal temperatures (Table 2) for 15 s (except for fimbriae F4 45 s), and extension at 72 °C
for 15 s. All standard curves were constructed using PCR products. To quantify total E. coli by
qPCR, serial dilutions of DNA from 10® to 10 copies were prepared and tested in triplicate.
Primer efficiency was 96.68% with an R? of 0.989.

Statistical analysis

Pig performance parameters (average daily feed intake (ADFI), average daily gain
(ADGQG) and feed conversion ratio (FCR) were calculated for each pen using the average pig
BW, quantity of feed distributed and the number of pigs. Multiple linear regression analyses
were used for the analysis of each VFA, qPCR data, and pig performance, whereas multiple
logistic regressions were used for PCR data (positive/negative) and gastric lesion
(positive/negative) data. The unit of analysis was the pig, except for the performances for
which it was the pen. For qPCR, data were log-transformed to scope normality. For gastric
lesions, a first model was used to evaluate if the presence of ulcers vs. hyperkeratosis was
associated with feed texture and particle size. In the absence of significant association, the two

lesions were combined for modeling; otherwise, a separate model was performed for
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hyperkeratosis (positive/negative) and ulcers (positive/negative). The feed texture and feed
particle size were included as categorical explanatory variables in all models. Their interaction
was tested and only kept in the model if statistically significant (p<0.05). For VFA and qPCR
data models, the pen was added as a random effect to account for potential clustering of pigs
within each pen. For PCR data, estimates were also adjusted for clustering within pen using
generalized estimating equations. This pen correlation effect was not considered for pig
performance analyses as the unit of analysis was the pen nor for the ulcer data as the
information on the pen of origin was not available. Residual plots were used to assess the fit of
the models and to detect the presence of outliers. Least-square means or predicted probabilities
were used to present the results. All statistical analyses were performed in SAS software

version 9.3 (SAS Inst. Inc., Cary, NC).

RESULTS

Effect of feed texture and particle size on VFA levels in the intestinal contents of pigs

Feeding of mash to the pigs resulted in a significant increase in levels for many VFA in
the cecum and colon contents compared to feeding of pellets (Table 3). Propionic and butyric
acid levels were significantly greater in both the cecum and colon contents of pigs receiving
the mash feed than of those receiving the pellet feed (Table 3). In addition, the valeric acid
level was significantly higher in the colon contents but not in the cecum contents of pigs
receiving the mash feed than of those receiving the pellet feed. With respect to the feed
particle size, colon isobutyric and isovaleric acid levels were higher for the 500 um and 750
um diets than for the 1,250 um diet. Moreover, a significant interaction between feed texture

and particle size was observed in relation to colon butyric acid levels (data not shown).
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Indeed, colon butyric acid levels for the mash 1,250 pm diet were significantly higher than
those for all the other diets (24.7+2.0 mmol/l versus <18.84+2.3 mmol/l; P<0.05). For all other
models, the interaction between feed particle size and feed texture was not statistically
significant (all P values > 0.05) (data not shown). VFA levels in the ileum were similar for all

feed textures and feed particle sizes tested.

Effect of feed texture and particle size on prevalence of E. coli virulence genes in the

intestinal contents of pigs (data not shown)

The detection of the various tested genes did not differ according to particle size or
feed texture (all P>0.20), with the exception of est4 for which detection was higher in mash
compared to pellet feed (P=0.02). The faeG, F18 and stxA were not tested due to the absence

or very low number of positive samples.

Quantitative PCR

For total E. coli enumeration by real-time PCR (Fig. 1), the number of yccT log gene
copies per g of cecal contents was higher for pellet than mash fed animals (P<0.01). Similarly,
the number of yccT log gene copies per g of colon contents was higher for pellet than mash fed
animals (P<0.01). According to feed particle size, the number of yccT log gene copies per g of
cecal contents was higher for 500 ym than 750 pym fed animals (P<0.05). On the other hand,
the enumeration of the genes faeG, estB and cnfl, amplified for the quantification of virulent
E. coli populations, showed no differences between the pellet and the mash fed animals.

Furthermore, feed particle size had no effect on faeG, estB and cnfl gene enumeration.
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Pig performance parameters

Overall, pig performance parameters were significantly greater in pigs receiving pellet
feed than in pigs receiving mash feed (Table 4), except in pigs receiving the Starter feed
formulation, where a similar ADFI was observed for the pellet and the mash diets (P=0.21).
For each feed formulation, FCR of pigs receiving pellet feed were significantly lower
(P<0.001) than FCR of pigs receiving mash feed. With respect to the feed particle size,
significant differences were only observed when comparing the FCR and the ADFI of pigs
receiving the 500 pum feed size with those of pigs receiving the 750 or 1,250 pm feed size.
Cumulative results for particle size from all feed formulations demonstrated that the 500 pm
feed particle size was associated with a lower FCR than that observed for the 750 and 1,250
pm feed particle sizes (P<0.001). Also, the ADFI for the 500 um feed particle size was
significantly lower than that observed for the 1,250 um feed particle size (P<0.01) Moreover,
cumulative results for the four different feed formulations showed significant interaction
between feed texture and feed particle size with respect to the FCR (data not shown). Thus, the
impact of feed texture on the FCR observed in pigs receiving the mash 500 um diets was
significantly lower than those observed in pigs receiving the mash 750 and mash 1,250 um

diets (P=0.04).

Gastric lesions

Gastric lesions were evaluated at slaughterhouse in 733 pigs. The presence of stomach
hyperkeratosis was noted in 110 pigs (graded as moderate (n=28) or severe (n=82)), whereas
189 pigs had gastric ulcers graded as mild (n=126), moderate (n=42) or severe (n=21). The

particle size and texture were not associated with the presence of ulcers when compared to
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hyperkeratosis as the baseline; thus, the two lesions were combined for the final model. The
presence of gastric lesions (hyperkeratosis or ulcers) was significantly associated with feed
particle size and texture; a significant interaction was also observed between the two variables
(all P<0.001). Overall, the probability of observing gastric lesions was higher with low particle
size and in pellet feed; moreover, the effect for the mash feed was larger in pigs receiving 750
um diets compared to other particle sizes. The predicted probabilities from the model are

presented in Figure 2.

DISCUSSION

In the present study, we demonstrate that administration of mash rather than pellet
feed is strongly associated with higher intestinal propionic and butyric acid levels, specifically
in the colon and cecum contents. The effect of mash feed was specific to propionic and butyric
acids, no significant effects being observed for acetic, isobutyric, valeric and isovaleric acids.
It is possible that mash feeding may promote an increase in bacteria producing specific VFA,
thus contributing to gastrointestinal health by preventing the proliferation and/or virulence of
harmful bacteria such as Salmonella spp. and pathogenic E. coli (Lo Fo Wong et al., 2004;
Mikkelsen et al., 2007). LeBel ef al. observed a higher prevalence of Salmonella in colon in
pigs fed with pellet feed, in contrast to those fed with mash feed (P=0.026) (LeBel et al.,
2013). An increase in the concentration of VFA in association with mash structure and higher
particle size diets has also already been observed (Canibe et al., 2005). In fact, Canibe et al.
showed that feeding a coarse, nonpelleted diet to finishing pigs stimulated the growth of total
anaerobes and lactic acid bacteria at the same time as enhancing lactic, acetic, propionic and

butyric acid concentrations in the stomach. However, these authors observed no significant
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effect of the coarse, nonpelleted diet on VFA concentrations in the cecum and the colon
contents. The feeding of a higher particle size mash diet which results in a slower gastric
passage rate leading to an increased proliferation of certain microorganisms of the microbiota
associated with a decrease in pH may explain the changes in E. coli populations and observed
effects on Salmonella excretion (LeBel et al., 2013)). LeBel ef al. demonstrated that pigs fed
with mash 1,250 um feed had significantly more Bifidobacterium spp. in their feces during the
fattening period than pigs receiving pellet feed (LeBel et al., 2013). Interestingly, bacteria of
Bifidobacterium spp. genus have often been associated with an increase in antibacterial
compounds such as VFA (Mountzouris et al., 2006). Furthermore, results from our study
showed that a 1,250 um diet, mash or pellet, is also associated with higher intestinal butyric
acid production. The effect of a greater feed particle size on increasing butyric acid
concentrations in the cecum and the colon contents found in our study is in accordance with in
another study on the impact of feed on microbial ecology in pig (Mikkelsen et al., 2004).
Similarly, grinding (coarse versus fine diets) also resulted in higher acetic (P<0.001),
propionic (P<0.05) and butyric (P<0.10) acid concentration in the stomach. These results
suggest that change in feed presentation could be associated with microbiota modification
(different composition and/or metabolic activities) in the gastrointestinal tract of pigs. No
significant effect of a 1,250 um diet was observed for the other VFA examined in our study.
These marked effects of mash feed and greater feed particle size on butyric acid levels suggest
promising strategies to reduce Salmonella spp. colonization as has also been reported in a
study where coated butyric acid used as a feed supplement decreased the levels of Sa/monella
Typhimurium excretion and intestinal colonization of piglets (Boyen et al., 2008). Salmonella

Typhimurium virulence gene expression, as demonstrated by colonisation and invasion, can
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also be decreased and inhibited in vitro in response to higher butyrate concentrations. A study
showed that pigs fed a non-pelleted diet are less susceptible to Salmonella enterica serovar
Typhimurium DT12 colonization than pigs fed a pelleted diet (Hedemann et al., 2005).
Gantois et al. showed that these effects of butyric acid on Salmonella spp. are caused by the
specific down-regulation of Salmomnella Pathogenicity Island 1 (SPIl) gene expression
(Gantois et al., 2006). Reduction of the pH obviously inhibited the dissociation of the VFA,
resulting in an increase in the quantity of non-dissociated VFA molecules, which seemed to be
responsible for bactericidal activity. In the pig colon contents, the pH may vary between 5.6
and 7.2, depending on the metabolic status, and may also be influenced by feeding.
Antibacterial activity is observed only between pH 5.6 and 6.6; above pH 6.6 the proportion of
non-dissociated VFA molecules is so low that the antibacterial effect ceases. This can be an
explanation for our results in the ileum samples showing no effect of the feed diets on the
concentrations of VFA and indicating that the pH in this section of gastrointestinal tract was
around 7, suggesting an impact on VFA molecules. For the colon and cecum contents, no
statistically significant effects of the feed texture or the feed particle size on the pH were
observed in our study. However, the pH was always between 5.6 and 6.6. Prohaszka et al.
demonstrated that, when compared at identical pH values, VFA from the rabbit, pig and
human intestinal tract exerted an antibacterial effect of similar intensity on all members of the
Enterobacteriaceae family (Prohaszka, 1980; Prohdszka, 1986). The antibacterial defence
mechanism functioning in the colon is sensitive to all nutritional factors, which alter the pH of
the colon. This underlines the importance of VFA-producing anaerobic bacterial flora, mainly
consisting of species of the genus Bacteroides, that is considered to play an important role in

the maintenance of gastrointestinal health through the production of butyric acid and the
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consumption of lactic acid (Guilloteau et al., 2010). It is tempting to speculate that
modification of gut flora by modifying feed texture to produce more butyric acid could reduce
invasive infections by enteric bacteria such as E. coli in growing pigs. Additionally, this study
reports an effect of non-pelleted feed on propionic acid levels in different phases of growing
pigs. Interestingly, it has recently been shown that propionic acid directly affect Salmonella
transcriptional regulators, reducing bacterial penetration of cultured epithelial cells (Hung et
al., 2013). Consequently, enteric bacteria like Salmonella spp. and certain Escherichia coli
virotypes may be killed or reduced in number in the gastrointestinal tract by this diet change.
However, it is important to evaluate the impact of this alternative strategy on potentially
pathogenic subpopulations of E. coli to avoid selection pressure on bacteria potentially linked
to animal health problems or human disease.

This study is the first to report the effect of feed texture combined with the effect of
feed particle size on E. coli prevalence in pigs. Total E. coli were quantified using qPCR
because of the ease and rapidity of QPCR compared with traditional culture and taking into
account that qPCR does not rely on the ability of bacteria to grow. Moreover, qPCR offers the
option of storing samples until their analysis, which is an important advantage in field
conditions. The results showed that total E. coli load is markedly lowered in both the caecal
and colon contents of mash fed animals. However, quantification of virulence genes revealed
that there is no evidence that mash feed affected the proliferation of pathogenic E.
coli populations, consistent effects of feed texture and feed particles size not being observed
for faeG, estB and cnfl gene copies in caecal and colon contents. This raises the question of
the biological significance of a greater representation of the subset of E. coli carrying

virulence genes in the intestinal contents of mash fed pigs. Interestingly, another study has
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reported an influence of nonstarch polysaccharides in the diet on swine-pathogenic E. coli by
quantifying similar virulence factors (Metzler-Zebeli et al., 2010). This shows that diet may
have an impact on E. coli virulence gene levels. More importantly, virulence genes such as
faeG and estB are found on plasmids, which can be horizontally transferred (Fernandez-
Alarcon et al., 2011). Thus, impact of feed modifications may be different for the
quantification of virulence genes carried on plasmids than for the quantification of bacterial
population count. This suggests that by reducing the total load of E. coli, the risk of spreading
virulence genes in the E. coli population and the potential risk of dissemination of pathogenic
and/or zoonotic bacteria is decreased. Nevertheless, the present study showed a feed texture
effect on the F4 fimbriae gene cecal prevalence as demonstrated by enrichment PCR. The
fimbriae F4 was only detectable in the cecum contents of pigs fed a pelleted diet and not in
those of pigs fed a mash diet. This fimbriae is an important virulence factor as it allows the
bacteria to bind to specific receptors on intestinal epithelial cells, resulting in colonization and
subsequently the secretion of enterotoxins such as STa, STb and LT leading to diarrhea in
piglets (Melkebeek et al., 2012). As previously mentioned, ETEC strains causing diarrhea are
more often detected in neonatal and newly weaned pigs (Amezcua et al., 2002; Martins et al.,
2010). However, reducing the prevalence and the persistence of ETEC in growing pigs herd
may contribute to protecting pigs from contamination between production cycles and reducing
the risk of cross-contamination of piglets in the production network. Nevertheless, it would be
interesting to compare the effect of the feed texture on ETEC experimentally infected animals
and better understand the mechanism involved to increase animal health and to target strategic

production periods in pigs to use this diet without performance loss.
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Consequently, in addition to the pig’s gastrointestinal tract health status, this study
considered pig performance and economic consequences linked with feed texture and particle
size. Our study showed that mash feed generated reduced pig performance to a greater extent
than pellet feed and therefore had an impact on the profitability of the farms. However, there
have been few reports on the study of pigs in intensive conditions and on the impact of particle
size on pig performance as in our study. FCR associated with mash feed diets were higher than
those associated with pellet feed diets. This supports data from previous studies (Wondra et
al., 1995a; Wondra et al., 1995b; Mikkelsen et al., 2004) although feed texture did not appear
to affect daily feed intake in pigs receiving the Starter feed formulation. Nevertheless, mash
feeding could be used at strategic time points at the beginning of the growing phase to reduce
excretion of potential pathogens in pigs, and consequently reduce environmental
contamination and exposure of pigs and humans, without generating significant effects on the
FCR. Further, mash 500 pm diets showed lower feed conversion ratios than the two other
mash diets. Consequently, the mash 500 pum diet would represent the more economically
reliable mash diet with considerable gastrointestinal tract health benefits. Interestingly, for the
larger particle size mash diet, no reduction of voluntary intake of the pigs compromised the
energy intake during the growing stage, as was observed by Anguita et al. (Anguita et al.,
2007). Gregory et al. have demonstrated that the retention time of food in the digestive tract of
the pig simultaneously increases with the size of the feed particle (Gregory et al., 1990). Pigs
would feel satiated and satisfied for a longer period, resulting in a drop in voluntary intake of
the food. However, these analyzes are not consistent with the results of our study. Indeed, for
the Grower diet formulation, pigs fed with a 1,250 ym particle size diet have average daily

consumption indices significantly higher than those of pigs fed with the 500 pm diet. Pigs fed
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with 1,250 pm diet therefore ingested greater quantities, which contributes to the reduced
growth performance (ADG and FCR).

In conclusion, this study is the first to demonstrate that mash feed diets are associated
with higher propionic and butyric acid levels and a decrease of total E. coli load in both the
cecum and the colon contents of growing pigs raised in field intensive conditions. This
approach could participate in reducing E. coli intestinal load and consequently have a
beneficial impact on animal health and/or human disease. Contribution to an increase of the
microbiological quality and shelf life of the meat product is still to be investigated.
Optimistically, economic disadvantages of mash feeding can be countered by optimizing
strategies, such as the use of mash feed for curative purposes or in the maternity to reduce
piglet exposure to potential pathogens and during stressful periods associated with greater
vulnerability of animals. Hence, such strategies provide interesting alternatives to increase
global health of pigs and consequently help to improve use of antimicrobial agents at the farm

level.
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TABLE 1. Oligonucleotide primers used for multiplex PCR

Size of
Virulence Accession  Orien- . . PCR Annealing
factor Gene o, tation Primer sequence (5°-3”) product, temp, °C Reference
bp
LT eltB J01646 F TTACGGCGTTACTATCCTCTCTA 275 60 Furrer et
R GGTCTCGGTCAGATATGTGATTC al., 1990
STa estA M58746 F TCCCCTCTTTTAGTCAGTCAACTG 163 60 Ojeniyi et
R GCACAGGCAGGATTACAACAAAGT al., 1994
STb estB M35586 F GCAATAAGGTTGAGGTGAT 368 60 Lortie et
R GCCTGCAGTGAGAAATGGAC al., 1991
F4 faeG M29374 F ATCGGTGGTAGTATCACTGC 601 60 Ojeniyi et
R AACCTGCGACGTCAACAAGA al., 1994
Stx1 stxA M19437 F TTAGACTTCTCGACTGCAAAG 531 60 Woodwar
R TGTTGTACGAAATCCCCTCTG dle;;g"
Stx2 Stx2A4 X07865 F TTATATCTGCGCCGGGTCTG 327 60 Woodwar
R AGACGAAGATGGTCAAAACG dlegg‘zl"
EAE eae U66102 F CATTATGGAACGGCAGAGGT 791 60 Beaudry
R ATCTTCTGCGTACTGCGTTCA fitga91'6’
CNF1/2 enf U42629 F TCGTTATAAAATCAAACAGTG 446 55 Antaoa et
R CTTTACAATATTGACATGCTG al., 2007
P papC M30806 F TGATATCACGCAGTCAGTAGC 501 55 Antaoa et
R CCGGCCATATTCACATAAC al., 2007
Aerobactin iucD M18968 F AAGTGTCGATTTTATTGGTGTA 778 60 Herrero et
R CCATCCGATGTCAGTTTTCTG al., 1988
Tsh tsh 127423 F GGTGGTGCACTGGAGTGG 640 55 Dozois et
R AGTCCAGCGTGATAGTGG al., 2000
F18 F18 M61713 F GTGAAAAGACTAGTGTTTATTTC 510 60 Ngeleka
R CTTGTAAGTAACCGCGTAAGC Zto‘}‘)l's’
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TABLE 2. Oligonucleotide primers used for quantitative PCR

Targeted
bacterial Size of
SPECISS  Gene Accession Orientation Primer sequence (5°-3) PCR Annealing Reference
or no. product,  temp, °C
virulence bp
factor
E.coli  yeeT EG13722' F GCATCGTGACCACCTTGA 59 56 Clifford et
R CAGCGTGGTGGCAAAA al., 2012
CNF1 cenfl U42629 F TTAAGGGTTCTGGAAGCTTTGG 194 61 Our stud
R CATCTGCACTGTTAACATTTGAGG Y
STb estB M35586 F CTTCTTGCATCTATGTTCGT 107 54 Our stud
R ACTTTCCTTGGCTATTTGTC Y
F4 faeG  M29374 F AATGCATCTTATGCCGGTG 163 61 Stahl et
R TCTTTGAATCTGTCCGAGAATATC al., 2011

"EcoGene Accession Number
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TABLE 3. Least square mean VFA concentration (mmol/L) = SEM according to feed texture
and particle size. Propionic and butyric acid concentrations were higher in cecal and colon
contents of mash fed animals

Feed texture

Feed particle size

Mash Pellets P 500 pm 750 um 1250 um P
VFA and pH n (n=81) (n=83) value (n=51) (n=55) (n=58) value
Ileum
Acetic 163 20.53+£1.16 22.80+1.28 0.16 21.05+1.44 23.08+1.43 20.87+1.33  0.47
Propionic 163 2.90+0.24 2.90+0.24  0.99 2.93+£0.31 3.01+0.30  2.77+0.28  0.84
Butyric 163 3.11+£0.24 3.33£0.24  0.51 3.23+0.30  3.18+0.30  3.25+0.28  0.99
Isobutyric 163 0.36+£0.03  0.37+0.03  0.76 0.37+0.04  0.38+0.04  0.33+0.03  0.61
Valeric 163 0.18+£0.02 0.21+0.02  0.44 0.18+0.03  0.18+0.03 0.21+0.03  0.65
Isovaleric 163 0.73+£0.06  0.73£0.06  0.94 0.80+0.08  0.77+0.08  0.62+0.07  0.20
pH 147 6.98+£0.04 6.99+0.04 0.834 7.03+0.05  7.04+0.05 6.89+£0.05  0.07
Cecum
Acetic 162 86.02+2.01 82.74+1.99 0.25 84.90+2.54 86.38+2.45 81.87+£2.35 0.40
Propionic 162 36.74+0.99 33.42+0.98 0.02 34.64+1.25 33.53+1.20 37.07«1.16 0.10
Butyric 162 16.29+0.54 14.28+0.53 0.01 14.25%£0.68 14.91°°+0.65 16.70°+0.63  0.03
Isobutyric 162 2.2140.09 2.25+0.09 0.76 2.36+0.11 2.2740.11 2.07+0.11 0.17
Valeric 162 2.57+0.08 2.50+0.08  0.57 2.69+0.10  2.51+0.10  2.40+£0.09  0.13
Isovaleric 162 2.75+0.12 2.82+0.12  0.72 2.95+0.16  2.86+0.15  2.54+0.15  0.13
pH 145 6.40+£0.06 6.51£0.06 0.21 6.55+0.07  6.46£0.07  6.35£0.07  0.16
Colon
Acetic 162 83.59+2.04 83.3842.04 0.94 84.89+2.47 85.87+2.47 79.69+2.41  0.17
Propionic 162 37.05+£1.04 32.29+1.04 <0.01 33.69+£1.33  33.74+1.26 36.58+1.22  0.18
Butyric 162 20.73£0.64 17.44+0.64 <0.001  17.62°+0.83 18.08+0.78 21.57°+0.75 <0.001
Isobutyric 162 3.03+0.10 2.93+0.10 0.48 3.04°£0.12  3.15°£0.12  2.74°+0.12  0.04
Valeric 162 3.02+£0.10 2.56+0.10 <0.001 2.65+0.13  2.75£0.12  2.98+0.11  0.13
Isovaleric 162 4.18+0.13  3.95+0.13  0.21 4.07"+0.16 4.33%£0.16  3.78°+0.15  0.04
pH 146 6.17£0.04 6.24+0.03  0.16 6.23+0.04  6.20£0.04  6.18£0.04  0.67

Multiple linear regression SAS 9.3 — Different superscript letters between subcategories of the feed particles size
or feed texture indicate significant differences (p<0.05) while superscripts of the same letter indicate no

significant differences (p=>0.05).
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TABLE 4. Least square mean + SEM of ADG, ADFI and FCR according to feed texture and

particle size (n=84 pens)

Feed texture Feed particle size
Feed Pellets 500 pm 750 um 1250 pm
formulation Mash (n=42) (n=42) Pvalue (n=28) (n=28) (n=28) P value
Pre-starter
é{Z)G 0.684+0.007 0.711£0.007  0.01 0.707+0.009 0.693+0.009  0.694+0.009 0.49
‘8(];)1:1 1.344+0.011 1.311+0.011 0.04 1.340+0.0134  1.323+0.013 1.319+0.013 0.51
FCR 1.968+0.014 1.846+0.014 <0.001 1.901+0.018 1.911+0.018 1.908+0.018 0.91
Starter
é{g)G 0.880+0.007 0.925+0.007 <0.001 0.912+0.008 0.896+0.008  0.899+0.008 0.38
é(lg))F L 206120012 2.040:0012 021  2.036£0.015 2.041£0.015 2.045:0.015  0.13
FCR 2.347£0.014 2.207+£0.014 <0.001 2.238%0.017 2.282%%+0.017 2.311°:0.017 0.01
Grower
ADG
(ke) 1.021£0.006 1.048+0.006 <0.01 1.044+0.008  1.030+0.008  1.031+0.008  0.35
é(lg))F L 287560003 2.776£0.023 <001 2.769%:0.028 2.839":0.028 2.867°:0.028  0.05
FCR 2.817+0.020 2.650+0.020 <0.001 2.654%£0.025 2.761°%£0.025 2.786°+0.025 <0.001
Finisher
ADG
(ke) 0.932+0.011 0.968+0.011  0.03 0.933+0.014  0.951+£0.014  0.966+£0.014  0.27
(AI(I;)FI 3.104+0.037 2.892+0.037 <0.001 2.890°+0.046 3.007°+0.046 3.098°+0.046 <0.01
FCR 3.337+0.034 2.993+0.034 <0.001 3.101%£0.042  3.176™+0.042 3.218°+0.042 <0.01
Cumulative
(AkI;)G 0.903£0.004 0.936+0.004 <0.001 0.923+0.005  0.915+0.005 0.919+0.005  0.57
8(];)1:1 2.431+£0.016 2.328+0.016 <0.001 2.334%0.019 2.385%+0.019 2.420°+0.019 <0.01
FCR 2.648+0.014 2.448+0.014 <0.001 2.493%+0.017 2.564°+0.017 2.587°+0.017 <0.001

Multiple linear regression SAS 9.3 — Different superscript letters between subcategories of the feed particles size
or feed texture indicate significant differences (p<0.05) while superscripts of the same letter indicate no
significant differences (p>0.05).
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Figure 1. Quantification of specific E. coli genes in cecal and colon contents of animals
according to feed texture and particle size diets. a) Effect of feed texture on cecal E. coli
populations. b) Effect of feed texture on colon E. coli populations. ¢) Effect of feed particles
size on cecal E. coli populations. d) Effect of feed particles size on colon E. coli populations.
Multiple linear regression SAS 9.3 - Different superscript letters between subcategories of the
feed particles size or feed texture indicate significant differences (p<0.05) while superscripts

of the same letter indicate no significant differences (p>0.05).
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Figure 2. Predicted probabilities of detecting hyperkeratosis or ulcer lesions in pigs at the

slaughterhouse, according to feed texture and feed particle size. Multiple logistic regression

SAS® 9.3 - all predicted probabilities were statistically different (P<0.01) from each other.
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APPENDIX 1: DIET FORMULATION

Appendix 1. Diet formulation

Pre-starter Starter Grower Finisher
Ingredient, %
Corn 47,18 47,96 53,53 or 54,06 52,70
Soybean meal 47% 21,00 16,60 11,40 13,00
Corn DDGS 15,00 20,00 20,00 20,00
Wheat 10,00 10,00 10,00 10,00
Animal fat 2,40 2,20 1,60 1,60
Limestone 1,50 1,60 1,60 1,30
Lysine sulfate 65 0,90 0,60 0,60 0,60
Phosphate Dical-21% 0,50 0,25 - -
Salt 0,45 0,45 0,45 0,45
Vit/Min Premix 0,15 0,15 0,15 0,13
Threonine 0,13 - - 0,06
MHA 88% 0,10 - - 0,00
Phytase 1000 FTU 0,05 0,05 0,05 0,05
Copper chloride 58% 0,02 0,02 0,02 -
Drug or additive, ppm
Chlortetracycline 1210 - 1210 0r 0 -
Salonimycin - 60 0 or 25 -
Ractopamine - - - 10
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DISCUSSION GENERALE

L’objectif de ce projet était de comparer les effets de la texture et de la granulométrie
de la moulée sur la prévalence des Escherichia coli pathogénes et totaux, les concentrations
gastro-intestinale des acides gras volatils et les performances de croissance de porcs

d’engraissement.

Afin d’atteindre ces objectifs, un cheptel de 840 porcs d’engraissement a été
sélectionné. Il est a noter ici que les porcs étudiés ont été suivis dans des conditions d’¢élevage
intensif/commercial et que leur nombre confére une excellente portée statistique, ce qui
distingue notre étude. Les E. coli ont été étudiés extensivement durant 1’engraissement,
notamment lors des changements de formulation des aliments. Aucune donnée n’a été amassée
a la maternité ni a la pouponnic¢re étant donné que nous voulions étudier I'impact d'une
stratégie de controle sur les populations d’E. coli pendant la période d'engraissement. La phase
d’¢élevage & I’engraissement a donc été ciblée. A 1’abattoir, les contenus gastro-intestinaux de
164 porcs ont été sélectionnés puis échantillonnés parmi les 840 porcs provenant de la ferme

d’engraissement.

Plusieurs ¢tudes ont déja démontré que la moulée texturée générait des performances
de croissance moindre que la moulée cubée et avait donc un impact sur la rentabilité des
¢levages (Chung, 1997; Faucitano et al., 2006). Cependant, peu d’études ont employ¢ des
porcs en conditions commerciales et comparer le simple impact de la granulométrie sur les
performances zootechniques. Dans le cadre de ce projet, les résultats confirment que
I’utilisation de la moulée texturée représente une alternative moins rentable pour les éleveurs,

générant des résultats de performances zootechniques statistiquement inférieures aux résultats
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liés a la moulée cubée, et ce pour les quatre formulations de moulée qui ont été distribuées au
cours de la période d’engraissement. Plusieurs hypothéses peuvent expliquer ces résultats. Par
exemple, Gregory ef al. ont démontré que le temps de rétention de la nourriture dans le tube
digestif du porc augmente simultanément avec la taille de la moulée (Gregory et al., 1990).
Anguita ef al. quant a eux ont montré que la quantité d'aliment spontanément ingérée ainsi que
I’apport énergétique des porcs diminuaient lorsque ces derniers étaient nourris avec de la
moulée texturée de forte granulométrie (Anguita et al., 2007). Les porcs se sentiraient donc
rassasiés et satisfaits sur une plus longue période, ce qui entraine une chute de 1’ingestion
volontaire de I'aliment. Toutefois, ces analyses ne concordent pas avec les résultats de notre
¢tude. En effet, a partir de la formulation «Croissance», les porcs alimentés avec la moulée
d’une granulométric de 1250 pm présentent des indices de consommation moyenne
quotidienne significativement plus élevés que ceux des porcs nourris avec la moulée de
particules 500 pym. Les porcs alimentés avec la moulée ayant des particules de 1250 pym ont
donc ingéré plus de moulée contribuant a des performances de croissance (gain moyen
quotidien et ratio de conversion alimentaire) insatisfaisantes. Une étude réalisée en 1997 par
Chung et al., a montré, quant a elle, des gains moyens quotidiens et des ratios de conversion
alimentaire plus avantageux pour la moulée cubée que la moulée texturée, mais des indices de
consommation moyenne quotidienne similaires (Chung, 1997). L’aspect physique de la
moulée n’est toutefois pas le seul facteur pouvant affecter I’ingestion volontaire. Les facteurs
environnementaux tels la chaleur et le climat social ainsi que I’état de 1’animal, & savoir son

age et son €tat de santé sont également a considérer (Nyachoti et al., 2004).
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Du point de vue de la granulométrie de la moulée, seule la moulée ayant des particules
de 500 um de diametre engendre des résultats statistiquement plus concurrentiels a certains
moments lors de la croissance. Parallélement, les seules données pour lesquelles une
interaction statistique a pu étre mise en évidence concernent le lien entre la consommation
moyenne quotidienne et la conversion alimentaire de la formulation «Fini-Paylean» de méme
que les données de conversion alimentaire cumulatives. Plus précisément, les écarts de
performances zootechniques entre la granulométrie 500 pm versus la granulométrie 1250pm
¢taient significativement plus grands pour la moulée texturée que pour la moulée cubée. Cela
signifie que pour toutes les autres données amassées sur les performances zootechniques,
I’effet de la granulométrie n’est pas significativement différent entre la moulée texturée et la
moulée cubée. En d’autres termes, les écarts de performances entre la moulée de 500 pm

versus la moulée de 1250 um sont similaires peu importe la texture de la moulée.

D’autre part, cette étude confirme I’impact de la texture et de la granulométrie de la
moulée sur le bien-étre animal. En effet, les porcs nourris avec de la moulée texturée de 750
Mm ou plus présentaient une réduction au niveau du développement des ulceres d’estomacs.
Chung et al. n’ont observé aucune différence du point de vue de ’incidence des ulcéres
d’estomacs entre les porcs alimentés avec la moulée texturée et les porcs alimentés avec la
moulée cubée (Chung, 1997). Cependant, les granulométries des moulées utilisées dans
I’é¢tude de Chung et al. étaient de plus de 5 mm pour la moulée texturée et de 3 mm pour la
moulée cubée. Au cours des derniéres années, parallelement a 1’intensification de 1’industrie
porcine, une augmentation substantielle de I’incidence de développement des ulceres

d’estomacs a été observée (Guise et al., 1997). Tel que mentionné par Maxwell et al., les
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principaux facteurs prédisposant aux ulceéres d’estomacs chez le porc sont la moulée de fine
granulométrie et le cubage de la moulée (Maxwell et al., 1970). Au Canada, une étude réalisée
en 2002 démontre que 27% des mortalités dans les fermes d’engraissement de porcs sont dues
aux hémorragies découlant des ulceéres d’estomacs (Melnichouk, 2002). La deuxi¢me cause de
décés (environ 20%) est 1’apparition de pneumonies. Selon cette étude, la période de jeline
pourrait aussi €tre un facteur prédisposant aux ulceres d’estomacs. Néanmoins, I’industrie
porcine canadienne ne diminuera pas cette période de jeline étant donné les complications que
cela peut engendrer. Plus précisément, les porcs présentant un tractus gastro-intestinal gorgé
risquent de contaminer la chaine d’abattage lors de 1’éviscération en plus de générer de la
viande de moindre qualité (viande de type PSE; Pale, Soft and Exudative). Au contraire, une
période de jeline trop longue pourrait diminuer 1’accumulation de glycogene dans les muscles
et augmenter le stress chez 1’animal ce qui engendrerait une augmentation du pH et
conséquemment de la viande de type DFD (Dark, Firm and Dry) (Gispert et al., 2000).
Cependant, la moulée de fine granulométrie et la moulée cubée sont associées aux meilleures
performances de croissance, comme nous 1'avons constaté lors de cette étude. Des chercheurs
ont également démontré que la moulée de fine granulométrie améliorait la performance de
lactation des truies en augmentant la digestibilité. De son c6té, la moulée cubée présente
moins de résidus poussiéreux et d’ingrédients ségrégés et elle est plus facile a distribuer dans
le réseau d'alimentation de la porcherie (Wondra et al., 1995a). Son cofit de production est
cependant plus ¢élevé (Potter et al., 2009). Malgré cela, en considérant 1’aspect économique du
point de vue de la rentabilité, la moulée cubée permet d’engranger plus de profits avec des

performances de croissances plus compétitives.
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La réduction de la charge des E. coli totaux au niveau du caecum et du cdlon pourrait
étre attribuée en partie a 1’augmentation des concentrations des acides propionique et
butyrique observés lors de cette étude. En effet, les activités bactériostatiques des AGV ont été
démontrées chez certaines entérobactéries telles que Salmonella spp., E. coli et Shigella
flexneri, et ce a des concentrations variant entre 10-100 mmol/L (Defoirdt et al., 2009). Il est a
noter que les divergences notées au sein de plusieurs études sur le sujet pourraient étre
attribuables a la formulation et les différentes granulométries de la moulée. Parallelement, il
est possible que la moulée texturée favorise la multiplication des principaux genres bactériens
de la microflore intestinale producteurs d’AGV, tels les Lactobacillus et les Bacteroides. De
plus, la diminution observée au niveau de la charge en E. coli totaux pourrait potentiellement
mener a une réduction du risque de contamination de la carcasse a I’abattoir. Fait intéressant,
les stratégies d’intervention a la ferme pour contrdler les risques de contamination par des
agents pathogeénes, comme c’est le cas dans ce projet, ont plus d’impacts positifs sur la
salubrité des produits de viandes destinés a la consommation que les stratégies employées
subséquemment dans la chaine de production (abattoir), si I’on compare les deux types de
stratégies utilisées séparément (Smith et al., 2013). Chez le bovin, par exemple, lorsque toutes
les stratégies d’interventions de la chaine de production sont combinées, il est a noter que
I’implantation de mesures d’intervention efficaces en ferme améliorent grandement 1’efficacité
des stratégies d’intervention a D’abattoir (Smith et al., 2013). Au sein de la chaine de
production porcine, il a aussi ét¢ démontré que I’implantation de stratégies de contrdles de
Salmonella spp. a la ferme puis a I’abattoir était une solution rentable (van der Gaag et al.,
2004). Les étapes de la stabulation et du transport des porcs semblaient étre les cibles

stratégiques pour le controle de Salmonella spp. Bien entendu, la stratégie d’intervention la
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plus efficace demeure ’implantation de plusieurs stratégies tout au long de la chaine de
production (Smith et al., 2013). De ce fait, la salubrité¢ de la viande et la santé publique sont
grandement améliorées via la réduction du risque d’exposition des consommateurs aux

pathogéenes alimentaires.

En ce qui a trait aux populations d’E. coli pathogénes, aucune différence significative
n’a été observée au niveau de la quantification des différents facteurs de virulence, et ce tant
dans le caecum que dans le colon. Malgré une prévalence caecale assez élevée pour certains
facteurs de virulence, ces résultats pourraient étre attribuables au fait que les porcs étudiés
¢taient des porcs en santé pendant 1’engraissement, ne présentant aucun symptome et destinés
a la consommation. Nos résultats dégagent toutefois une interrogation d'une plus grande
prévalence des E. coli porteurs de genes de virulence au sein de la population des E. coli
totaux retrouvée chez ces porcs, et ce étant donné les moindres dénombrements des E. coli
totaux chez les porcs alimentés de moulée texturée et la stabilité des dénombrements des génes
de virulence associés aux E. coli pathogenes. Fait intéressant, une étude rapportant les effets
de polysaccharides non amylacés dans la diete des porcs a démontré un effet quantitatif sur
des genes de virulence d’E. coli similaires (Metzler-Zebeli et al., 2010). Une autre étude
menée, quant a elle sur des isolats provenant de poulets ayant eu des différentes dictes avec
antimicrobiens a montrer des effets sur la distribution de certains pathotypes d’E. coli et
certains facteurs de virulence (Bonnet et al., 2009). Cela démontre que la di¢te peut avoir un
impact significatif sur la prévalence des génes de virulence d’E. coli. Il ne faut toutefois pas
oublier que certains génes de virulence, tels que faeG et estB se situent sur des plasmides, qui

peuvent étre transférés horizontalement. L’impact de différentes caractéristiques alimentaires
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peut donc s’avérer variable pour les génes de virulence se retrouvant sur des plasmides que
pour le dénombrement de la population bactérienne totale, comme ce fiit le cas ici avec les E.
coli totaux. Les mesures de biosécurité appliquées dans 1’¢élevage ayant servi a cette ¢tude ont

aussi pu prévenir I’apparition de maladies.

Il serait également intéressant d’observer dans quelques années si les formulations de
moulée des porcs seront similaires a celles utilisées dans cette étude en raison de la hausse
prévue des colits des mati¢res premicres. Si les formulations sont trés divergentes, il serait
possible que les résultats d’une étude comme la ndtre soient bien différents. De plus, la
population mondiale est en constante augmentation et elle est également de plus en plus
intéressée par les méthodes d’élevage plus rentables des animaux de production. Cela nous
menera peut-Etre vers des changements imposants dans le mode d’¢élevage des porcs (Godfray
et al., 2010). Cette étude a également permis de mieux comprendre certains mécanismes
d'action de la moulée texturée, notamment sur les changements des concentrations intestinales
des différents acides gras volatils. Ces modifications ont eu un impact important sur le taux
d’E. coli totaux et cet avancement de la connaissance permettra, potentiellement, le
développement d'un additif alimentaire pouvant avoir ces mémes propriétés et avoir un impact

avantageux sur les performances zootechniques.
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CONCLUSION

Pour conclure, il est important de souligner que la plupart des études antérieures se
sont penchées sur des petits groupes de porcs, la présente analyse a fait intervenir ici un grand
nombre de porcs issus d’un élevage de type intensif/commercial en plus de permettre la
comparaison des moulées de méme formulation. D’une maniere générale, notre étude a permis
d’améliorer les connaissances sur I’impact qu’ont les caractéristiques physiques de la moulée
au sein des populations bactériennes en lien avec des activités métaboliques dans le tractus
gastro-intestinal du porc d’engraissement. De fagcon plus spécifique, les conclusions suivantes

peuvent étre tirées :

1. Lamoulée texturée est associée avec des concentrations d’acides propionique et
butyrique plus élevées, et ce tant au niveau du caécum que du colon.

2. Les porcs nourris avec la moulée cubée présentent un taux d’E. coli totaux dans
leur tractus gastro-intestinal plus €levé que 1'aliment texturé.

3. Il n’y a pas de différences notables du point de vue de la quantification des
populations d’E. coli pathogenes entre les porcs alimentés avec la moulée
texturée et la moulée cubée.

4. La moulée texturée améliore le bien-€tre animal en réduisant la présence
d'ulceres gastro-oesophagiens comparativement a la moulée cubée.

5. La moulée texturée est associée avec des performances de croissance moins

rentables.

Néanmoins, des études complémentaires seront nécessaires pour évaluer I’implication

des matieres premieres constituant la moulée dans ce genre d’analyse. L’objectif pourrait étre
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d’optimiser la production intestinale des AGV par les porcs tout en améliorant leur conversion

alimentaire. Aussi, I’impact de 1’age et de la génétique des porcs pourraient étre étudiés.

Pour I’instant, nous pouvons cependant recommander 1’usage de la moulée texturée
dans des situations de courte durée : a titre curatif juste avant 1’abattage, en maternité, ou lors
de périodes de stress en ¢élevage ou d'instabilité sanitaire du troupeau. Cette approche pourrait
permettre de réduire la charge intestinale en E. coli et conséquemment avoir un impact
bénéfique sur la santé animale et/ou la santé¢ publique. Les vétérinaires et les producteurs
disposent ainsi d’un outil supplémentaire de prévention qui représente une alternative

intéressante a 1’utilisation d’antimicrobiens.
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