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Résumé

Mots-clés : robustesse, sevrage, porc, biomarqueurs

La notion de robustesse peut se définir par le maintien des
performances et de la santé quelles que soient les conditions
d’environnement. Le sevrage constitue la phase ou la plus grande
quantité¢ d’antibiotiques est utilisée car il est source de perturbations
multiples pour le porcelet. L’identification de porcs robustes
permettrait d’envisager des soins spécifiques et/ou une sélection
génétique sur ce caractere. Les objectifs de cette thése étaient
d’identifier certains marqueurs physiologiques associés a la robustesse
du porcelet au sevrage et de prédire cette robustesse par des variables
physiologiques décrivant ces réponses mesurées avant et aprés
sevrage. Pour répondre a cet objectif, des variables physiologiques ont
d’abord été mesurées dans des environnements tres divers puis celles
associées a la robustesse ont été identifiées. Une premiere étude a été
conduite en installation expérimentale visant a étudier les effets de
I’age, des conditions de sevrage et de la santé sur 1’évolution de
variables sanguines descriptives du statut immunitaire et métabolique,
du stress, et du statut redox autour du sevrage. Par ailleurs, dans une
deuxieme etude, des variables physiologiques ont été mesurées dans

16 elevages commerciaux autour du sevrage. Les performances de
11



croissance et le statut sanitaire étaient les 2 facteurs de variations
d’¢levages contr6lés. L’analyse des données a permis de mettre en
évidence une forte influence du statut sanitaire sur les variables
physiologiques mesurées autour du sevrage. Des variables descriptives
du statut oxydant, du statut métabolique et de I’activation du systéme
immunitaire ont été associées a la robustesse du porcelet au sevrage.
Ainsi, les porcelets les plus robustes sont ceux qui, dans des
environnements favorables ou défavorables, ont une capacité a limiter
leur stress oxydant, & moins mobiliser de réserves corporelles et a
activer rapidement leur systeme immunitaire. Ces variables devront

étre validés a I’aide d’autres jeux de données.
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Abstract

Keywords: robustness, weaning, pig, biomarkers

The concept of robustness can be defined as the ability to
maintain performances and health whatever environmental conditions.
Weaning is the step where the biggest part of antibiotics is used
because it is the source of multiple perturbations for the piglet. The
identification of robust pigs could allow settling specific care and/or
genetic selection on this criteria. The objectives of this thesis were to
identify physiological parameters associated with the robustness of
piglet at weaning and to predict this robustness by biological variables
describing those measured responses before and after weaning. To
answer to this objective, physiological variables were first measured
in very different environments and, then, those ones associated with
the robustness were identified. A first experiment was realized in
experimental unit, aiming to study the effects of age, weaning
conditions and health on the evolution of blood variables describing
immune and metabolic status, stress and oxidative stress around
weaning. In a second study, some physiological markers were
measured on piglets coming from 16 commercial farms around
weaning. Growth performances and health status were the two

controlled factors of variations of farms. The analysis of data allowed
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us to show a high influence of health status on physiological variables
around weaning. Some variables describing oxidative status,
metabolic status and the activation of immune system were associated
with the robustness of piglet at weaning. Thus, the most robust piglets
are those ones who, in favorable or unfavorable environments, have a
capacity to limit their oxidative stress, to mobilize less body reserves
and to activate quickly their immune system. Those variables will

have to be validated with other datasets.
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AGL : Acides Gras Libres (NEFA)
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BAP : Biological Antioxidant
Potential
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CRH: Corticotropin Releasing
Hormone

CRP : C-réactive protéine

dROM : diacron reactive oxygen
metabolites

EDTA : Acide éthyléne-diamide-
tétraacétique

ELISA : Enzyme-linked

immunosorbent assay
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HPLC : High Performance Liquid
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INTRODUCTION GENERALE

A la fin de la seconde guerre mondiale, avec 1’appui des
politiques publiques, les productions agricoles se sont fortement
développées dans le but de nourrir la population en forte croissance.
En Europe et en France, le défi de produire en quantité a été relevé
sans toujours tenir pleinement compte d’autres facteurs : envies du
consommateur, préservation des ressources naturelles, bien-étre
animal, rentabilité des élevages, épanouissement des agriculteurs ou
entretien des espaces ruraux. Le monde agricole doit aujourd’hui
relever I’ensemble de ces défis et faire face a de nombreux
changements.

L’élevage des animaux est parfois critiqué par une partie de la
société. En effet, élever des animaux pour la production de viande
peut entrer en compétition avec ’homme car elle nécessite de nourrir
des animaux avec des ressources parfois communes a 1I’homme.
L’¢élevage des animaux peut étre également percu comme une
exploitation de 1’animal et des ressources naturelles par une frange de
la population. Ces raisons expliquent en partie le développement du
végétarisme et la diminution de la consommation de viande en
Europe.

Pour répondre aux préoccupations de la société, travailler sur
la durabilité de 1’¢levage en général, de I’élevage porcin en particulier,

devient nécessaire. La durabilité implique que I’élevage soit mieux
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INTRODUCTION GENERALE
accepté par la société, éeconomiquement soutenable et ayant le moins
d’impacts négatifs sur 1’environnement. Le maintien de la santé des
animaux et la mise en place de conditions d’élevage leur permettant
d’exprimer des comportements naturels participent a 1’exigence de
respect du bien-&tre animal et contribuent a I’acceptation de 1’élevage
par la société. Pour limiter I’impact de 1’¢levage porcin sur
I’environnement, la sélection de porcs plus efficients a permis et
continuera a permettre de réduire la quantité d’aliment nécessaire a la
croissance des animaux et les rejets de polluants dans
I’environnement. Depuis peu, la filiere a accompagné les efforts pour
diminuer ’utilisation des antibiotiques en é¢élevage avec des effets
positifs sur les risques associés en termes de santé publique. Enfin, les
élevages porcins sont aussi des entreprises assurant le revenu des
éleveurs qui en ont la charge.

En élevage porcin, une des phases les plus critiques est le
sevrage qui correspond a la séparation des porcelets de leur mere.
Dans les élevages dits conventionnels, les porcelets sont sevrés jeunes,
vers 4 semaines d’age, alors qu’ils sont encore immatures sur le plan
physiologique. Le sevrage se traduit dans de nombreux cas par
I’expression de diarrhées et un ralentissement de croissance par
rapport a la vitesse de croissance observée en période de lactation (Le
Dividich et Seve. 2000; Madec et al. 1998). Les troubles digestifs du
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INTRODUCTION GENERALE
sevrage sont la raison pour laquelle la majorité des antibiotiques est
utilisée en élevage porcin en phase de post-sevrage (Hémonic et al.
2013). Les raisons qui expliquent que le sevrage soit une phase
critique sont nombreuses : le porcelet est sevré encore immature d’un
point de vue digestif, en plein développement de ses capacités de
défenses immunitaires et qui thermorégule avec difficultés. De plus, le
jeune porcelet sélectionné sur sa capacité de croissance a d’importants
besoins nutritionnels. Le sevrage précoce tel que réalisé dans la
majorité des élevages est également une source de multiples facteurs
de stress: séparation d’avec la mere, mélange avec des congéneres
inconnus, changement de lieu de logement, changement
d’alimentation (qualité et quantité) ou encore exposition a des agents
pathogénes.

Les soins apportés au porcelet sont encore majoritairement
administrés de maniére collective (traitement antibiotique ou
alimentation). Les développements de I’agriculture et de la médecine
vétérinaire de précision offrent de nouvelles opportunités pour
individualiser la détection des porcelets a problémes et les soins
apportés aux porcelets au sevrage, et par consequent, de faciliter la
réussite du sevrage en élevage. D’une part, 1’amélioration des
conditions d’¢levage, notamment, le travail sur les batiments, la

biosécurité, le savoir-faire des éleveurs ou I’alimentation peut
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INTRODUCTION GENERALE
permettre d’améliorer les conditions dans lesquelles les porcelets sont
sevrés. D’autre part, il peut aussi €tre intéressant de réfléchir a
I’évolution des pratiques d’élevages, par exemple en sevrant les
animaux a un age plus avancé afin de leur permettre d’atteindre une
maturité plus grande ou en dissociant les facteurs de stress afin de
rendre le sevrage plus progressif, par exemple en réduisant I’acces a la
mamelle en fin de lactation et en apportant de 1’aliment solide sous la
mere. Enfin, une voie complémentaire peut consister a travailler sur la
robustesse des animaux au sevrage. Il ne s’agit pas de sélectionner des
individus résistants a une maladie en particulier mais plutdt
d’identifier des individus capables de s’adapter en maintenant leurs
performances et une bonne santé quelles que soient les conditions de
sevrage. L’identification de ces individus permettrait de mettre en
place des soins appropriés aux animaux qui en ont le plus besoin et
d’envisager une sélection des animaux sur la robustesse au sevrage.

Dans cette optique, les objectifs de cette thése étaient
d’identifier, par la mesure des réponses physiologiques, des porcelets
plus ou moins robustes au sevrage et de prédire cette robustesse par la
mesure de variables sanguines décrivant ces réponses et mesurées
avant ou apres sevrage. Pour ce faire, deux études ont été conduites
dans des élevages commerciaux et en installation expérimentale afin,

d’une part, de créer une grande variabilité de conditions de sevrage et
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d’autre part de mieux connaitre I’évolution de certains marqueurs en
conditions controlées. En préambule de la description de 1’approche
expérimentale, la premiére partie de ce manuscrit s’attachera a faire un
état des lieux de la littérature des principaux changements
anatomiques, physiologiques et métaboliques ayant lieu au sevrage et
de la définition de la robustesse. Ensuite, les chapitres suivants
étudieront les relations entre statut oxydant, le métabolisme et la
croissance et la santé au sevrage, composantes de la robustesse. La
partie expérimentale permettra d’étudier [’association entre la
robustesse du porcelet au sevrage et les variables physiologiques
mesurées avant et aprés sevrage. Enfin, les résultats des deux études

seront discutés et mis en perspective.
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Figure 1: Effet du sevrage entre 3 et 4 semaines d’age sur I'ingestion d’énergie

meétabolisable (EM) chez les porcelets (Le Dividich et Seve. 2000).
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1.1 Performances et troubles digestifs des porcelets

au sevrage

1.1.1 Performances des porcelets au sevrage

Le sevrage, tel qu’il est pratiqué en ¢levage dit conventionnel,
entraine un changement soudain de I’alimentation du porcelet qui
passe d’une alimentation lactée a une alimentation solide. Ceci se
traduit par une diminution de 1’ingestion (Bark et al. 1986;
McCracken et al. 1999; Le Dividich et Séve. 2000; Bruininx et al.
2001). La premiére prise alimentaire a lieu en moyenne 15 heures
aprés le sevrage mais environ 10% des porcelets n’ont toujours rien
ingéré 36 heures apres le sevrage (Bruininx et al. 2001). Ainsi, une
semaine aprés sevrage, le porcelet ingere environ 60% a 70% de
I’énergic métabolisable ingérée avant sevrage (Figure 1). Les
porcelets ne retrouvent leur niveau d’ingestion d’énergie
métabolisable d’avant sevrage qu’entre 2 et 3 semaines apres sevrage
(Le Dividich et Séve. 2000).

La réduction soudaine de I’ingestion liée au sevrage provoque
un ralentissement de la croissance des porcelets apres le sevrage
(Whittemore et al. 1981) qui peut parfois aller jusqu’a des pertes de

poids 1 a 2 jours apres le sevrage (Bark et al. 1986). Plusieurs études
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ont montré que le poids de sevrage etait significativement influencé
par le poids de naissance (Quiniou et al. 2002; Wolter et al. 2002;
Paredes et al. 2012). Le poids de sevrage est corrélé au poids de fin de
post-sevrage indiquant une corrélation avec la vitesse de croissance
pendant la phase de post-sevrage (Bruininx et al. 2001; Quiniou et al.
2002; Wolter et al. 2002; Paredes et al. 2012). Par ailleurs, le nombre
de porcelet nés par portée est négativement corrélé au poids moyen du
porcelet & la naissance (Quiniou et al. 2002; Quesnel et al. 2008;
Beaulieu et al. 2010) montrant que les porcelets issus de portées de
grande taille sont plus 1égers a la naissance. Par contre, I’influence du
nombre de porcelets nés par portée sur le poids moyen au sevrage est
variable selon les études. Certains auteurs ont montré une corrélation
négative entre le nombre de porcelet nés par portée et le poids moyen
au sevrage (Klindt. 2003) tandis que d’autres n’ont montré aucune
relation (Beaulieu et al. 2010), suggérant, notamment, une influence
plus ou moins forte de la conduite appliquée par 1’éleveur pendant la
période de lactation. L’augmentation du nombre de porcelets nés par
portée pourrait donc se traduire par la réduction de la croissance des
porcelets en post-sevrage.

Pendant les 3 et 4 premieres semaines de la lactation, le GMQ
est d’environ 300 g/jour et il chute a 150 et 200 g/jour dans les 2 jours

suivants le sevrage a respectivement 21 et 28 jours (Colson et al.
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2006). Une étude réalisée en installations expérimentales au
Royaume-Uni a rapporté un GMQ entre 28 et 61 jours de 424 g/jour
pour des porcelets sevrés a 28 jours a 7,7 kg, (Huting et al. 2017). En
France, le GMQ de porcelets sevrés a 28 jours d’age en installations
expérimentales est de 400 g/jour entre 28 et 39 jours d’age (Pastorelli
et al. 2012c). La vitesse de croissance mesurée dans des élevages
commerciaux est en genéral plus faible. Dans une étude impliquant
106 élevages, le GMQ sur les 2 semaines suivant un sevrage a 28
jours d’age atteint 283 g/jour mais 20% des animaux ont une
croissance inférieure a 200g/jour (Madec et al. 1998). Le potentiel de
croissance des porcelets aprés sevrage est bien supérieur a la vitesse
de croissance mesurée sur le terrain. La différence entre potentiel de
croissance et croissance réellement observée peut s’expliquer par les
multiples facteurs de stress subis par le porcelet au moment du

sevrage et par les problémes de santé qu’il peut rencontrer.

1.1.2 Troubles digestifs des porcelets au sevrage

Les diarrhées sont le principal probléme de santé qui survient
chez les porcelets au sevrage (Zimmerman et al. 2012). Dans une
enquéte dans 106 élevages, une prévalence de 76.3% des diarrhées sur
la phase de post-sevrage a été rapportée (Madec et al. 1998). La

diarrhée se caractérise par une augmentation de la vitesse de transit et
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une fluidité (matiére seche inférieure a 20%) accrue des matieres
fécales (McOrist et Corona-Barrera. 2015). La diarrhée de sevrage est
d’origine multifactorielle. Au sevrage la quantité¢ d’aliment non digéré
augmente dans l’intestin, notamment sous 1’effet de deux facteurs :
d’une part, le ralentissement du transit intestinal provoqué par la
diminution de la quantit¢é d’aliment ingérée par le porcelet (Le
Dividich et Séve. 2000) et par la diminution de la vitesse de motilité
du tube digestif causée, entre autres, par un stress thermique (Wathes
et al. 1989) ; d’autre part, la diminution de 1’absorption des nutriments
causée par la réduction de la taille des villosités intestinales ( cf
1.2.1.1). La présence d’aliment non digéré et la réduction de la
motilité du tube digestif qui accroit les possibilités d’adhésion aux
entérocytes créent une situation favorable a la prolifération de
certaines bactéries a 1’origine de dysbiose intestinale (Gresse et al.
2017). La dysbiose intestinale se traduit par une diminution de la
diversité microbienne dans I’intestin marquée par une diminution de
I’abondance relative des bactéries anaérobies obligatoires telles que
les clostridies ou les bactéroides au profit des bactéries anaérobies
facultatives telles les entérobactéries (Winter et al. 2013).

L’installation de cette dysbiose a lieu alors que I’immunité
mucosale passive apportée par la truie via le lait disparait au sevrage

(Hopwood et Hampson. 2003; Zimmerman et al. 2012) et que
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Iintégrité de la barriere intestinale est affectée (partie 1.2.1.1).
Certaines des bactéries qui proliferent sont pathogenes et elles
produisent des entérotoxines provogquant une augmentation de la
sécrétion d’eau, de sodium, de chlore et d’ion bicarbonate et la mort
des entérocytes (Nagy et Fekete. 2005). C’est cette accumulation de
liquide qui provoque la diarrhée (van Beers Schreurs et al. 1992;
Fairbrother et al. 2005; Nagy et Fekete. 2005; Rhouma et al. 2017).
Ces lésions intestinales vont diminuer les capacités de digestion et
d’absorption contribuant ainsi au ralentissement de la croissance.

Chez le porcelet, les diarrhées surviennent le plus souvent
entre 4 et 10 jours aprés le sevrage (Madec et al. 1998) et sont
principalement dues & Escherichia coli (Jensen et al. 2017) dont les
E. coli entérotoxinogenes (ETEC) qui ont la capacité de produire des
adhésines et des entérotoxines (Fairbrother et al. 2005; Zimmerman et
al. 2012). Les adhésines sont des protéines qui prennent la forme de
fibrilles, c’est-a-dire d’excroissances de la paroi bactérienne. Elles
permettent & la bactérie de se fixer & une surface. Les ETEC possédent
communément les adhésines F18 et F4 (ETEC K88).
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1.2 Réponses physiologiques mises en ceuvre dans

I'adaptation du porcelet au sevrage

Nous avons vu précédemment comment les performances de
production et la santé du porcelet pouvaient étre affectées par le
sevrage. Nous allons explorer dans cette partie les réponses
physiologiques mises en ceuvre par le porcelet pour s’adapter au
sevrage. Nous traiterons de la modification de la digestion et du
métabolisme, puis de I’activation du systéme immunitaire au moment
du sevrage, de la réponse au stress et enfin, nous parlerons de la

dégradation du statut oxydant chez le porcelet au sevrage.

1.2.1 Modifications de la mise a disposition et de
I'utilisation des nutriments chez le porcelet au

sevrage

1.2.1.1Effet du sevrage sur la modification de la morphologie de
intestin
1.2.1.1.1 Rappels généraux sur l'intestin

L’intestin gréle a trois fonctions majeures. D’une part, il assure

la digestion et 1’absorption des nutriments. D’autre part, il sécrete et
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Figure 2 : Morphologie de Pintestin gréle (Donaldson et al. 2016).
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absorbe de I’eau et des électrolytes qui permettent de maintenir une
viscosité appropriée dans la lumiére intestinale et d’évacuer les
composants toxiques. Enfin, I’intestin gréle constitue une barriére
contre les microorganismes potentiellement pathogéenes (Pacha. 2000;
Wijtten et al. 2011).

La muqueuse intestinale est repliee sous forme de villosités
intestinales (Figure 2) permettant d’augmenter la surface d’absorption
des nutriments. Des cryptes sont présentes a la base des villosités. Les
entérocytes proliferent dans les cryptes puis migrent progressivement
vers le sommet des villosités au rythme de la desquamation des
entérocytes. Chez I’homme, la durée de vie moyenne d’une cellule de
la muqueuse intestinale est de 48h (Bender. 2014). Les villosités et les
cryptes sont constituées d une couche cellulaire avec deux principaux
types de cellules : les entérocytes et les cellules caliciformes. Les
cellules caliciformes produisent le mucus qui lubrifie et protége
I’épithélium. Les entérocytes sont eux-mémes constitués de
microvillosités qui sont des extensions de la membrane plasmique et
qui permettent d’augmenter encore la surface d’absorption des
nutriments. Ces cellules assurent la digestion et 1’absorption des
nutriments a travers des voies paracellulaires et transcellulaires
(Mosenthin. 1998; Wijtten et al. 2011). La voie paracellulaire

représente le transport entre les jonctions serrées, qui relient entre eux
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les entérocytes, réseau de protéines perméable de facon sélective a
I’eau, aux ions et aux petites molécules. La voie transcellulaire
comprend le transport de petites molécules de fagon active ou passive
ou I’endocytose de molécules de plus grande taille a travers les

entérocytes (Wijtten et al. 2011).

1.2.1.1.2 Effet du sevrage sur la morphologie de l'intestin

Le sevrage a des effets importants sur la morphologie de
I’intestin. En effet, I’intestin gréle perd 20 a 30% de son poids dans les
2 jours suivants le sevrage tandis qu’il lui faut entre 5 et 10 jours pour
retrouver son poids d’avant sevrage (Lallés et al. 2004). Cette perte de
masse s’explique par la réduction de la taille des villosités intestinales
(atrophie villositaire) et 1’augmentation de la profondeur des cryptes
(hyperplasie des cryptes) provoquant une réduction de la surface
d’absorption (Pluske et al. 1997; Lallés et al. 2004). Ainsi, la hauteur
des villosités intestinales diminue de 25% dans les premiéres 24h et de
50% au bout de 5 jours aprés un sevrage a 21 jours (Pluske et al.
1997). Elle est causée par les effets conjugués de la réduction du
renouvellement cellulaire et de I’augmentation de la mortalité des
entérocytes (Pluske et al. 1997).

Par ailleurs, le sevrage provoque une perte partielle de

I’intégrité¢ des jonctions serrées qui peut faciliter le passage des
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toxines et des agents pathogenes a travers la barriére intestinale
(Vente-Spreeuwenberg et Beynen. 2003; Wijtten et al. 2011). La perte
d’intégrité de la barriére intestinale intervient principalement la
premiere semaine aprés sevrage et revient a son niveau d’avant
sevrage au bout de 2 semaines aprés sevrage. Cependant, chez des
porcelets sevrés a 28 jours au lieu de 19 jours, la dégradation de
I’intégrit¢ de la barriere intestinale est moindre suggérant une
altération de I’intégrité de I’intestin d’autant plus grande que 1’animal
est jeune (Moeser et al. 2007; Smith et al. 2010). De plus, une mise a
jeun chez un porcelet sevré a 28 jours réduit la taille des villosités et la
profondeur des cryptes montrant que la diminution de la quantité
d’aliment ingérée au moment du sevrage joue aussi un réle important

dans I’altération de 1’intégrité de I’intestin (Lalles et David. 2011).

1.2.1.2 Modification du métabolisme du porcelet au sevrage

Au sevrage, le porcelet passe d’une alimentation lactée,
essentiellement composée de lipides, avec des prises alimentaires
fréquentes a une alimentation solide, principalement composée
d’amidon (glucides) avec des prises alimentaires davantage espacées
(Le Dividich et al. 2005). Ces changements dans la nature de I’aliment
ingéré et la fréquence des repas engendrent des modifications

importantes du métabolisme (Dunshea. 2003). A la fin de la période
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de lactation, le porcelet tete la truie toutes les 50 minutes environ
(Auldist et al. 2000). D’un point de vue métabolique, 1’0organisme
dispose donc en continu d’un apport de nutriments venant de
I’alimentation. La fréquence de I’ingestion d’aliment diminue trés
fortement pour atteindre une prise alimentaire toutes les 2 heures en
moyenne dans les deux jours qui suivent la premiere prise alimentaire
(Bruininx et al. 2001). Cependant, ce chiffre moyen masque une forte
variabilité entres les animaux, surtout pendant les premiéres heures
suivant le sevrage. En effet, des auteurs ont montré qu’environ 50%
des porcelets n’avaient rien mangé dans les 12 heures et environ 20%
dans les 24 heures suivant le sevrage (Bruininx et al. 2001). En
consequence, l’alternance de périodes de jeline pouvant Eétre
prolongées et de périodes d’alimentation conduit I’organisme du jeune
porcelet a alterner entre des phases de mise en réserve/mobilisation
des nutriments liées a la diminution du nombre de repas alors que le
sevrage induit une diminution de ’apport journalier de nutriments.

Aprés le sevrage, le porcelet mobilise des réserves
énergétiques sous forme de lipides, et dans une moindre mesure, sous
forme de glycogene. Des études de composition chimique du porcelet
ont montré que la quantité absolue de lipides dans I’organisme du
porcelet diminuait jusqu’a 8 jours aprés un sevrage a 21 jours d’age

tandis que la teneur en protéines restait stable (Whittemore et al.
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1981). Ainsi, les deux premiers jours suivant un sevrage a 21 jours, les
porcelets mobilisent en moyenne 80 g/jour de lipides corporels
(Whittemore et al. 1981), principalement sous la forme d’acides gras
libres (AGL) (Dunshea et al. 1992). La concentration plasmatique en
AGL a jeun est inversement corrélée a la quantité d’aliment ingérée
par le porcelet (Bark et al. 1986). Ainsi, plusieurs études ont montré
une augmentation de la concentration en AGL aprés le sevrage
(Whittemore et al. 1981; Bark et al. 1986; Le Dividich et Séve. 2000).
La diminution de I’ingestion du porcelet aprés sevrage entraine
une réduction de I’apport de glucose via 1’alimentation. Ainsi, la
concentration plasmatique en glucose diminue de fagon transitoire au
sevrage (Funderburke et Seerley. 1990) et s’accompagne d’une
diminution des réserves hépatiques et rénales en glycogene (Xie et al.
2016). L’organisme tente de maintenir la concentration plasmatique
en glucose par la glycogénolyse. Cependant, les réserves en glycogene
du porcelet au sevrage sont tres faibles (50 pg/g de foie) (Funderburke
et Seerley. 1990) comparées au porc en croissance (environ 60 mg/g
de foie) (Le Naou et al. 2012). La néoglucogenése a partir du glycerol
est donc probablement la principale voie utilisée pour maintenir la
glycémie apres le sevrage (Dunshea. 2003).
Le porcelet, en croissance au moment du sevrage, dépose une

guantité importante de protéines dans ses muscles et son appareil
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digestif. Cependant, le dépdt protéique peut étre réduit lorsque
I’ingestion baisse fortement bien qu’il reste prioritaire sur le dépét
lipidique (Seve et al. 1986). Lorsque les niveaux de protéines de
I’aliment sont bas (15%) et qu’ils ne sont pas compensés par des
acides aminés de synthése, le dép6t protéique a lieu en priorité dans
les tissus digestifs, au détriment du muscle et du foie (Seve et al.
1986). Dans les premiers jours apres le sevrage, le porcelet peut étre
en bilan protéique négatif du fait de la mobilisation des protéines
musculaires au profit des protéines constituant le tractus digestif
(Dunshea. 2003).
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1.2.2 Activation du systeme immunitaire au sevrage

1.2.2.1Rappels généraux sur 'immunité

Le systeme immunitaire a pour fonction de maintenir
I’intégrit¢ physique de 1’organisme en éliminant le non soi et en
initiant les phénoménes de réparation tissulaire. 1l est le fruit chez les
mammifeéres de millions d’années d’évolution. Il est composé d’une
multitude de mécanismes de défense qui permettent a 1’individu de se
protéger notamment des agents infectieux pathogeénes. Ainsi,
I’organisme met en place de fagon complémentaire une réponse
immunitaire innée, qui n’est pas spécifique du pathogeéne, et une
réponse immunitaire adaptative reposant sur la reconnaissance de
I’antigéne impliqué, le développement d’une réponse qui lui est
specifique, et sur la mise en mémoire de cette réponse.

La réponse immunitaire innée se caractérise notamment par la
réaction inflammatoire. Lorsqu’un tissu est 1ésé, la réaction
inflammatoire vise a augmenter ’afflux sanguin et la perméabilité
capillaire afin de permettre 1’arrivée massive de leucocytes dans le site
1és¢é ainsi qu’a augmenter localement la température. Les neutrophiles
et les monocytes sont les premieres cellules immunitaires a rejoindre
le lieu de I’infection afin de phagocyter les pathogenes présents. Par

ailleurs, sous 1’action des cytokines telles que le TNF alpha, I’'IL-1 ou
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I’IL-6, la réaction inflammatoire augmente trés significativement la
synthese par le foie de certaines proteines sériques dites protéines
inflammatoires telles que la protéine C-réactive (CRP), la protéine
amyloide sérique ou I’haptoglobine.

La réponse immunitaire adaptative repose sur 1’identification
de I’agent infectieux. Sur le site de I’infection ou dans les ganglions
lymphatiques, les cellules dendritiques capturent 1’antigene. Elles
migrent ensuite dans les ganglions afin de présenter cet antigéne aux
lymphocytes T CDA4. Les CD4 reconnaissant cet antigene proliferent
puis se différencient en lymphocytes T auxiliaires (Th) ou en
lymphocytes T mémoire. Selon la nature de 1’antigéne et sous contrdle
des cytokines, il y a mise en place d’une réponse majoritairement de
type cellulaire ou humorale. Pour un pathogéne intracellulaire, les
lymphocytes T auxiliaires activent les lymphocytes T CD8 naifs qui
proliferent et se différencient en lymphocytes T cytotoxiques. Les
lymphocytes T auxiliaires et cytotoxiques migrent ensemble dans la
zone infectée pour combattre le pathogéne par la production de
cytokines telles que I’'IFN-gamma et une réponse cytotoxique
respectivement. Lorsque le pathogene est extracellulaire, les
lymphocytes B, spécifiques de cet antigéne, capturent de leur cote
I’antigéne sur le site d’infection ou dans un ganglion lymphatique et le

présentent aux lymphocytes T auxiliaires. Les lymphocytes B et T
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auxiliaires spécifiques proliferent puis les lymphocytes B se
différencient en plasmocytes et produisent des anticorps. Les anticorps
ont principalement pour réle de neutraliser le pathogene et de faciliter
sa phagocytose par les macrophages et polynucléaires.

Il existe 5 classes d’anticorps chez les mammiferes : IgA, 19G,
IgM, 1gD et IgE. Les IgM sont les premiers anticorps formeés lors
d’une réponse immunitaire primaire, une dizaine de jours apres la
reconnaissance de [’antigéne. Lors d’une réponse immunitaire
secondaire, les 1gG, qui représentent environ 75% des anticorps du
sang, sont produits de facon massive. Les IgA sont les anticorps
majoritaires dans les sécrétions des muqueuses. Enfin, les IgD et les
IgE sont presents & faible concentration dans le sang (Male et al.
2012). Chez le nouveau-né, il y a un transfert de I’immunité
maternelle au cours de la gestation chez I’homme ou via le colostrum
chez le porc. Ainsi, dans les premiéres semaines de vie, les IgG
maternels sont majoritaires dans le sang du jeune. Leur concentration
sérique décroit avec le temps. Les concentrations sanguines en IgM
puis en IgG et IgA, produites par le jeune, augmentent avec 1’age et

selon les antigenes rencontrés.
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Figure 3 : Organisation du syst¢tme immunitaire au niveau de la muqueuse intestinale

(Male et al. 2012)
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1.2.2.2 Immunité et intestin

Les muqueuses, et particulierement la muqueuse intestinale, se
trouvent a I’interface entre I’environnement et le milieu intérieur. A ce
titre, elles sont exposées a une multitude d’antigénes, incluant des
agents pathogénes. Comme décrit précédemment, 1’organisation de la
muqueuse intestinale en villosités et microvillosités permet
d’augmenter la surface d’absorption des nutriments mais elle
augmente aussi les voies d’entrée dans 1’organisme pour les agents
pathogénes. L’organisme dispose d’une combinaison de défenses
spécifiques et non-spécifiques permettant la protection de cette
mugqueuse. L’intestin est tapissé de tissus lymphoides appelés GALT
(Gut Associated Lymphoid Tissue). Il s’agit de follicules lymphoides
situés directement sous la couche de cellules épithéliales de la
mugqueuse telles que les plaques de Peyer ou dans la lamina propria
tels que les nceuds mésentériques lymphatiques (Figure 3). Chez le
porc, on dénombre 25 a 35 plaques de Peyer dans I’intestin gréle qui
sont présentes deés la naissance, se développent pendant les premieres
semaines de vie extra-utérine et, persistent tout au long de la vie du
porc (Stokes et al. 1994; Gutzeit et al. 2014). Dans le gros intestin, il
n’y a qu’une seule grande plaque de Peyer qui régresse a environ un
an d’age (Stokes et al. 1994). Ces plaques connaissent un fort

développement au moment du sevrage (Stokes et al. 1994). Les
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cellules M sont des cellules épithéliales particuliéres situées entre les
plaques de Peyer et la lumiére de I’intestin. Elles assurent le transfert,
par transcytose, des antigenes vers les plaques de Peyer, qui sont des
invaginations contenant des lymphocytes B et T, des cellules
dendritiques et des macrophages (Male et al. 2012). Ensuite, les
cellules dendritiques présentent I’antigéne dans le dome des plaques
de Peyer a des lymphocytes T spécifiques, qui favorisent la
différenciation et la multiplication des lymphocytes B en plasmocytes.
Les plasmocytes migrent vers la lamina propria a partir d’ou ils
excrétent des IgA dans la lumiére intestinale sans induire de réponse
inflammatoire (Gutzeit et al. 2014). Ces IgA favorisent le maintien
d’une flore non pathogéne et neutralisent les pathogenes (Gutzeit et al.
2014; Kato et al. 2014). Des lymphocytes, principalement T, sont
également présents de facon diffuse dans 1’épithélium (les
lymphocytes intraépithéliaux) ou dans la lamina propria (lymphocytes
de la lamina propria) (Forchielli et Walker. 2005).

Le systéme immunitaire est donc au contact du microbiote
présent dans la lumiére intestinale. Ainsi, 10* cellules microbiennes
appartenant a 500 & 1000 espéces chez I’homme (Sommer et Backhed.
2013) et environ 700 especes chez le porc (Xiao et al. 2016) sont
présentes sur la totalité¢ du tube digestif. Le systeme immunitaire

intestinal se caractérise par une relative tolérance vis-a-vis des
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microorganismes peuplant la lumiere intestinale tout en assurant
I’intégrité de la barriére intestinale. Ainsi, le microbiote intestinal
augmente la sécrétion de mucus par les cellules caliciformes, induit le
développement des tissus lymphoides, module la différenciation des
cellules immunitaires, régule la production de cytokines et de
chimiokines (Sommer et Backhed. 2013; Rooks et Garrett. 2016). De
plus, les IgA produites au niveau de la muqueuse intestinale par les
lymphocytes B permettent de contrbler la distribution spatiale et le
développement du microbiote. Ces IgA sont produites principalement
en réponse a la stimulation par le microbiote comme le montrent les
niveaux trés faibles d’IgA au niveau intestinal chez des souris

gnotobiotiques (Kato et al. 2014).

1.2.2.3Immunité du porcelet au sevrage

Le sevrage provoque un retrait soudain de la protection
immunitaire passive apportée par le lait de la truie a la mugueuse
intestinale du porcelet, notamment les IgA, IgM, lactoferrine ou
lactopéroxydase (Wagstrom et al. 2000; Salmon et al. 2009). Le
passage d’antigénes depuis la lumiére intestinale vers la lamina
propria est facilité par les altérations morphologiques induites par le
sevrage, ce qui favorise la réaction inflammatoire que 1’on observe au

niveau de la muqueuse aprés le sevrage (McCracken et al. 1999;
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Spreeuwenberg et al. 2001; Boudry et al. 2004). En effet, chez des
porcelets sevrés a 28 jours, les génes codant pour la synthese de
cytokines pro-inflammatoires, telles que I’'IL-1, I’IL-6 ou le TNF-q,
sont surexprimés au niveau de la muqueuse intestinale dans les 2 jours
suivants le sevrage (Pié et al. 2004). Cette inflammation locale peut
avoir des répercussions systémiques comme le montre 1’augmentation
de la concentration plasmatique en IL-1 deux jours apres un sevrage a
19 jours (McCracken et al. 1995) ou en protéines inflammatoires, telle
que 1’haptoglobine sept jours aprés un sevrage a 30 jours (Sauerwein
et al. 2007) ou 12 jours apres un sevrage a 28 jours (Pastorelli et al.
2012b). Par ailleurs, le sevrage et sa réaction inflammatoire sont aussi
associés a une mobilisation des lymphocytes CD4+ et CD8+ au niveau
de la lamina propria dans les 2 jours suivant un sevrage a 21 jours
(McCracken et al. 1999). La réaction inflammatoire au niveau
intestinal est utile au recrutement des cellules immunitaires au niveau
de la muqueuse permettant la mise en place d’une réponse
immunitaire face aux bactéries digestives pathogénes. Mal contrélée,
elle peut néanmoins exacerbée les altérations morphologiques et

fonctionnelles du tube digestif.
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1.2.3 Laréponse de stress au sevrage

1.2.3.1Rappels généraux sur la réponse de stress

La réponse de stress decrit un phénomeéne non spécifique
d’adaptations comportementales et physiologiques des individus face
a une menace. Cette réponse permet d’une part de se soustraire d’une
menace, et d’autre part, le retour a I’homéostasie, c’est-a-dire le
maintien de [’équilibre du milieu intérieur nécessaire au bon
fonctionnement de 1’organisme, perturbé par les facteurs responsables
du stress.

Face a une menace, par exemple lors d’une attaque d’un
prédateur sur une proie, l’organisme met en place une stratégie
d’adaptation via le systéme nerveux sympathique et I’axe corticotrope
visant a soutenir la fuite ou un comportement de défense. Lorsqu’une
situation de danger est pergue par I’individu, le systéme nerveux
sympathique est activé en quelques secondes seulement, provoquant la
libération de catécholamines telle 1’adrénaline dans le sang. Par
ailleurs, le systeme nerveux central induit la sécrétion de CRH
(Corticotropin  Releasing Hormone) et de vasopressine par
I’hypothalamus (Figure 4). La CRH, agissant en synergie avec la

vasopressine, provoque la sécrétion d’ACTH par I’hypophyse qui elle-
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Perception d’une situation
de stress

| Systéme Nerveux Central |

N\

[ Hypothalamus ]

CRH
Vasopressine

A
[ Hypophyse ]
ACTH

[ Cortex surrénalien ]
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Corticostérone (oiseaux et
rongeurs)

Figure 4 : Schéma général de ’organisation et de la régulation de I’axe corticotrope

(d’aprés Mormeéde et Terenina, 2012).
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méme induit la sécrétion des glucocorticoides : le cortisol chez les
mammiferes ou la corticostérone chez les oiseaux et les rongeurs.
L’activation du systéme nerveux sympathique provogue notamment la
mobilisation énergétique (glycogene et lipides de réserves) et
I’augmentation du rythme cardiaque. Les glucocorticoides augmentent
la mobilisation des métabolites énergétiques (glucose et lipides de
réserves) et induisent un catabolisme protéique et lipidique permettant
la libération d’acides aminés, de glycérol et d’acides gras libres,
ensuite utilisés par le foie pour la néoglucogenese et la syntheése
protéique. Lorsque ces nutriments énergétiques mobilisés ne sont pas
utilisés par les tissus, I’individu stocke alors cette énergie sous forme
de lipides dans les tissus adipeux ou sous forme de glycogéne
notamment dans le foie au détriment des tissus protéiques (Mormede
et Terenina. 2012).
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1.2.3.2Stress et réponse immunitaire

Il existe une communication entre le systeme immunitaire et le
systéme neuroendocrinien. Les organes lymphoides sont innervés par
le systeme nerveux autonome. Les cytokines pro-inflammatoires (IL-
6, IL-12 et TNF-alpha) secrétées par les macrophages et les
polynucléaires induisent 1’activation de 1’axe corticotrope via la
synthese de cortisol (Tsigos et Chrousos. 2002; Merlot. 2004;
Williams et al. 2009) qui exerce un rétrocontrble négatif sur la
production de cytokines pro-inflammatoires (Williams et al. 2009).
Lors d’une situation de stress, l’activation du systéme nerveux
sympathique (sécrétion de catécholamines) conduit a la mobilisation
des leucocytes des organes lymphoides et a leur passage dans le sang.
Ensuite, sous I’effet des glucocorticoides, les lymphocytes et les
monocytes quittent la circulation sanguine pour les ganglions
lymphatiques et les muqueuses, préts a étre mobilisés plus rapidement
sur le lieu de l’infection. A I'inverse, les polynucléaires voient leur
concentration sanguine augmenter (Merlot. 2004; Salak-Johnson et
McGlone. 2007).

L’activation du systéme nerveux sympathique induit la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. Ainsi, une situation de

stress peut provoquer une réaction inflammatoire sans présence d’un
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agent infectieux (Pongratz et Straub. 2014). En effet, des auteurs ont
émis 1’hypothése que I’activation du systéme nerveux sympathique
induisait la production de cytokines pro-inflammatoires qui elles-
mémes induisaient la production de protéines inflammatoires par le
foie, expliquant ainsi I’effet du stress sur [’induction de
I’inflammation (Murata. 2007). Ainsi, une augmentation de la
concentration plasmatiqgue en CRP, haptoglobine et Pig-MAP,
protéines inflammatoires, chez des porcs de 10 mois d’age aprés un
transport de 24h a été montree (Pifieiro et al. 2007).

Par ailleurs, le stress augmente la susceptibilité de 1’organisme
face aux infections. En effet, chez I’homme, les individus en état de
stress chronique, identifié par questionnaire, ont développé une
réponse vaccinale a I’hépatite B moins forte, se traduisant par une plus
faible production d’anticorps (Marsland et al. 2002). Chez le porc, le
taux de mortalité aprés contamination expérimentale par le virus de la
maladie d’Aujeszky chez des porcelets de 75 jours d’age, victimes
d’une défaite sociale, est plus important que chez les porcelets
dominants (Hessing et al. 1994). Dans une autre expérience étudiant
I’effet d’un stress provoqué par la densité des animaux, des porcs de
30 kg logés a une densité de 50 kg/m? ont produit moins d’anticorps
suite a une vaccination contre le virus de la maladie de Newcastle que

des porcs logés a 32 kg/m2 (Turner et al. 2000).
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1.2.3.3Stress du porcelet au sevrage

Au sevrage tel qu’il est pratiqué en ¢élevage, le porcelet est
séparé de sa mere, logé dans un nouvel environnement et parfois
mélangé avec des nouveaux congéneres provoquant une situation de
stress qui conduit a des modifications comportementales et
endocriniennes dans les jours qui suivent le sevrage. Plusieurs signes
d’une modification du comportement du porcelet témoignent de cette
situation de stress. En effet, aprés le sevrage, le nombre de
vocalisations, appels lancés par le porcelet a sa mére, augmente ce qui
suggere un mal-étre du porcelet causé par la séparation de sa mere
(Colson et al. 2006). De plus, une augmentation des comportements
agressifs a également été rapportée apres le sevrage (Colson et al.
2006; Mason et al. 2003; Jarvis et al. 2008). lls témoignent de
I’établissement d’une nouvelle hiérarchie sociale au sein d’un groupe
d’individus issus d’'une méme portée mais privés de la dominance de
la mére ou d’individus issus de portées différentes (Colson et al.
2006). Enfin, les comportements de simulation de tétée (« belly
nosing ») augmentent aprés le sevrage traduisant le mal-étre des
porcelets (Jarvis et al. 2008; O’Connell et al. 2005; Colson et al.
2006). En effet, certains auteurs suggerent que ces comportements
seraient, entre autre, un moyen pour le porcelet de se rassurer car

simulant la présence de la mére (O’Connell et al. 2005).

68



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE
Ces changements de comportements s’accompagnent de
modifications endocriniennes. En effet, plusieurs études ont montré
une augmentation de la concentration salivaire (Colson et al. 2012) ou
plasmatique (de Ruyter et al. 2017) en cortisol chez le porcelet entre 1
et 2 jours aprés le sevrage. Néanmoins, aucune augmentation du
cortisol n’est observée dans les 2 jours suivants le sevrage lorsque des
mesures visant a réduire les facteurs de stress du sevrage sont prises.
Par exemple, il s’agit de laisser les porcelets dans leur environnement
(Colson et al. 2012) ou de limiter progressivement le temps de contact
entre la truie et les porcelets en fin de lactation (de Ruyter et al. 2017).
A plus long terme, la concentration plasmatique en cortisol reste
stable entre 1 et 6 jours apres sevrage (Heo et al. 2003; Mason et al.
2003) ou diminue entre 0 et 7 jours apres sevrage (Jarvis et al. 2008).
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1.2.4 Dégradation du statut oxydant du porcelet lors du

sevrage

1.2.4.1Rappels généraux sur le statut oxydant

Le statut oxydant résulte de 1’équilibre entre les phénomenes
d’oxydation ayant lieu dans I’organisme et les mécanismes de
défenses antioxydantes mis en place pour y faire face. Lorsque cet

équilibre est rompu, on parle alors de stress oxydant.

1.2.4.1.1 Phénomenes d’oxydation dans I’'organisme

Les principales molécules oxydantes de 1’organisme sont des
radicaux libres. Il s’agit de molécules instables, dérivées de 1’oxygéne
ou de ’azote et qui ont une activit¢ oxydante variable (Halliwell et
Gutteridge. 2015). L’ensemble des radicaux libres et de leurs
précurseurs sont appelés espéces réactives de I’oxygeéne (ROS). Ils
sont produits par de multiples réactions de 1’organisme (Aurousseau.
2002; Kohen et Nyska. 2002; Favier. 2003; Halliwell et Whiteman.
2004). Les ROS sont produits de facon spontanée in vivo
principalement au niveau de la chaine respiratoire des mitochondries
(Finkel. 2014; Halliwell et Gutteridge. 2015). Les macrophages et les
polynucléaires produisent également des ROS par leur activité de
phagocytose et de degranulation. Ainsi, la consommation d’oxygene
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dans ces cellules peut étre vingt fois supérieure a la normale. En effet,
I’activation de 1’enzyme NADPH oxydase induisant la synthése
d’anions superoxydes a partir de I’oxygeéne constitue une phase
essentielle dans la défense antimicrobienne. Mais, ce systeme de
défense non spécifique peut parfois aussi conduire a 1’oxydation de
molécules de 1’organisme (Kohen et Nyska. 2002; Favier. 2003;
Lykkesfeldt et Svendsen. 2007). Par ailleurs, les mécanismes de
cycles redox, tels que I’oxydation des quinones, transporteurs
d’¢lectrons dans la chaine respiratoire des mitochondries, produisent
de nombreux radicaux libres. Cette oxydation peut avoir lieu
spontanément ou par I’intervention du cytochrome P450 sous I’effet
de composés exogénes mais aussi endogénes comme les
catécholamines (Lewis. 2002; Favier. 2003).

L’accumulation des ROS dans les cellules a des effets
multiples sur les fonctions cellulaires (Figure 5). lls oxydent les
lipides, les protéines et les acides nucléiques des cellules selon leur
affinité avec le radical libre en présence. Les radicaux libres ont la
capacité d’extraire un atome d’hydrogeéne des composés lipidiques
constitutifs des membranes cellulaires. Cette réaction en chaine est
appelée peroxydation lipidique et provoque une perte d’intégrité

membranaire pouvant conduire a la mort cellulaire. Deux molécules
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Figure 5 : Origine et effet de ’action des espéces réactives a 'oxygéne (ROS) sur les

principales macromolécules de Porganisme.
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sont principalement issues de la peroxydation des lipides: le
malondialdéhyde (MDA) et les
isoprostanes (Kohen et Nyska. 2002; Favier. 2003; Hulbert et al.
2007). Par ailleurs, les radicaux libres sont susceptibles de modifier la
conformation et donc la fonction de certaines protéines, comme des
récepteurs, des enzymes ou des transporteurs. Les protéines les plus
sensibles a 1’oxydation sont celles contenant des groupements
sulfhydryles (SH). Contrairement aux lipides, 1’oxydation des
protéines ne forme pas toujours de nouveaux composes. Dans ce
dernier cas, les produits majeurs de 1’oxydation des protéines sont les
aldéhydes, les composés cétoniques et les composeés carbonylés
(Kohen et Nyska. 2002; Breusing et Grune. 2010). La molécule
d’ADN est particulierement sensible a 1’oxydation. Ainsi, les bases
azotées (particulierement la guanine formant ainsi du 8-hydroxy-2’-
desoxygaunosine (8-OHdG)), les désoxyriboses ou les liaisons entre
brins peuvent étre modifiées, entrainant une altération de 1’intégrité de
I’information génétique (Favier. 2003; Halliwell et Whiteman. 2004;
Monaghan et al. 2009). De plus, 1’oxydation des lipides (liaison
MDA/ADN) et des protéines (mécanismes de réplication, transcription
et réparation) a des effets indirects sur la validit¢ de 1’information
génetique (Favier. 2003; Halliwell et Whiteman. 2004). L’oxydation

des glucides est peu étudiée dans la littérature. Les ROS peuvent
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néanmoins oxyder les mucopolysaccharides et les protéoglycanes du

cartilage (Favier. 2003).

1.2.4.1.2 Défenses antioxydantes de I’'organisme

L’organisme dispose de plusieurs niveaux de défense pour
faire face a 1’oxydation (Figure 6). Un antioxydant peut se définir
comme toute substance qui ralentit, prévient ou répare les dommages
liés a 1’oxydation sur une molécule cible (Halliwell et Gutteridge.
2015). Tout d’abord, un arsenal de défenses antioxydantes a base de
molécules et d’enzymes constitue le premier rempart contre
I’oxydation. De plus, au cours de son évolution, I’organisme a mis en
place des systémes de réparation des dégats causés par 1’oxydation
pouvant aller jusqu’au déclenchement de 1’apoptose des cellules trop
endommagees.

Plusieurs enzymes ont la capacité d’éliminer les ROS telles que la
superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPx) ou la
catalase (CAT) (Kohen et Nyska. 2002; Hulbert et al. 2007;
Lykkesfeldt et Svendsen. 2007). Ces enzymes intracellulaires agissent
de fagon complémentaire. La superoxyde dismutase est une
métalloenzyme qui catalyse la transformation d’oxygene singulet en
un autre ROS, le peroxyde d’hydrogéne. Elle est présente dans

différents compartiments cellulaires : matrice mitochondriale, cytosol,
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espace intermembranaire et compartiment extracellulaire (Hulbert et
al. 2007; Somogoyi et al. 2007). La catalase est un polypeptide
transformant le peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygeéne. (Kohen
et Nyska. 2002; Glorieux et al. 2015). La glutathion peroxydase
(GPx) est une enzyme catalysant la transformation du peroxyde
d’hydrogeéne en eau par ’oxydation du glutathion. Cette réaction
nécessite 1’apport de 2 molécules de glutathion pour réduire 1
molécule de peroxyde d’hydrogéne (Kohen et Nyska. 2002). Certains
composés non enzymatiques, tels que le glutathion, sont synthétisés
par les cellules (Hulbert et al. 2007). 1l est présent dans le cytoplasme,
le noyau et les mitochondries des cellules (Valko et al. 2007). Le
glutathion a la capacité de régénérer, c’est-a-dire de réduire,
d’importantes molécules antioxydantes telles que les vitamines E ou
C. Le glutathion est recyclé exclusivement a ’extérieur des cellules
ainsi, les formes réduites et oxydées sont présentes dans le milieu
extracellulaire et le sang (Ballatori et al. 2005).

D’autres composés, tels que la mélatonine, les histidines
dipeptides, ’acide urique, 1’albumine, la bilirubine, la taurine, les
vitamines A, E et C, les polyphénols ou la céruloplasmine, ont la
capacité de piéger les métabolites des ROS (Kohen et Nyska. 2002).
L’albumine est une protéine synthétisée dans le foie et présente dans

le plasma ou elle représente la protéine la plus abondante. Elle a, entre

75



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE
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Figure 6 : Molécules ayant une activité antioxydante dans 'organisme(D'aprés Kohen et

Nyska. 2002)
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autres, une fonction antioxydante: environ 70% de la capacité
antioxydante du plasma humain est due a I’albumine (Halliwell. 1988;
Roche et al. 2008; Taverna et al. 2013). L’acide ascorbique (vitamine
C) a la capacité d’étre oxydée par les radicaux libres qui ne peuvent,
par conséquent, plus oxyder des macromolécules (lipides, protéines ou
ADN). De plus, I’acide ascorbique a la capacité de réduire le radical
alpha-tocophéryle produit lors de I’oxydation de la vitamine E par les
ROS. Par conséquent, la vitamine C et E agissent de fagon coordonnée
dans la défense antioxydante de 1’organisme (Bendich et al. 1986;
Hulbert et al. 2007).

La vitamine E est un terme générique qui désigne quatre
tocophérols et quatre tocotrienols. Elle ne peut pas étre synthétisée par
les mammiferes et doit donc étre apportée par 1’alimentation (Kohen
et Nyska. 2002). L’alpha-tocophérol est la forme prédominante
compte tenu de son activité biologique et de sa présence dans les
membranes intracellulaires (1 tocophérol pour 1000 lipides
membranaires) (Kohen et Nyska. 2002; Mayne. 2003; Hulbert et al.
2007). La vitamine E réduit le groupe peroxyle des acides gras
polyinsaturés membranaires oxydés, bloguant ainsi la chaine de
propagation de 1’oxydation (peroxydation) des lipides (Kohen et
Nyska. 2002; Hulbert et al. 2007).
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La vitamine A est une molécule liposoluble dont les formes
actives sont le rétinol, le rétinal et I’acide rétinoique. Elle ne peut pas
étre synthétisée par les mammiféres et doit donc étre apportée par
I’alimentation. Les caroténoides et les rétinyls esters sont des
précurseurs apportés par les produits animaux dans 1’alimentation. Les
veégétaux sont uniquement sources de caroténoides. Les formes actives
de la vitamine A étant toxiques en forte concentration dans le plasma,
les excédents de vitamine A sont stockés essentiellement sous formes
d’esters d’acides gras dans les cellules stellaires du foie. Le rétinol et
certains caroténoides précurseurs de la vitamine A ont un réle
antioxydant par leur capacité a se lier aux radicaux peroxyles avant
leur action de peroxydation lipidique (Palace et al. 1999; Jin et al.
2014).

1.2.4.1.3 Régulation des défenses antioxydantes et réparation des

dommages causés par I’oxydation

L’organisme dispose de mécanismes de régulation qui lui
permettent de faire face aux attaques radicalaires. Il s’agit
principalement de facteurs de transcription dont 1’activité est régulée
par le statut oxydant de la cellule. Parmi ces facteurs, le nuclear factor
kappa B (NF-«B), I’activator protein 1 (AP-1), le nuclear related
factor 2 (Nrf-2) ou encore le hypoxia-inducible factor (HIF), sont les
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principales molécules (Trachootham et al. 2008). Ainsi, lorsqu’il y a
une augmentation de la concentration cellulaire en ROS, les facteurs
de transcription sont activés et promeuvent la synthése d’antioxydants
endogenes (glutathion pour Nrf2 ou SOD pour NF-xB par exemple)
ou la synthése de protéines anti apoptotiques. Si la concentration
cellulaire en ROS augmente trop fortement, les facteurs de
transcription ont une activité opposee et promeuvent I’apoptose de la
cellule (Trachootham et al. 2008; Halliwell et Gutteridge. 2015).

Par ailleurs, lorsque les macromolécules de 1’organisme sont
oxydées, leurs fonctions sont modifiées voire méme anihilées.
Certains mécanismes permettent la réparation ou 1’élimination de ces
molécules pour restaurer les fonctions originelles. Par exemple,
I’excision est un mécanisme de réparation de I’ADN (Hulbert et al.

2007).

1.2.4.1.4 Mesure du statut oxydant

La production de radicaux libres engendre des dommages aux
macromolécules constituants les cellules. L’organisme lutte contre ces
attaques radicalaires en utilisant des molécules antioxydantes puisées
dans I’alimentation et synthétisées par les cellules et en ajustant la
production de molécules antioxydantes endogénes. C’est la raison

pour laquelle la notion de statut oxydant est importante. En effet, la
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quantité¢ d’antioxydants dont dispose un organisme doit étre associée a
la quantité de dommages oxydants subis par celui-ci. Ainsi, I’index de
stress oxydant qui est le rapport entre les dommages causés aux
molécules et les capacités antioxydantes de 1’individu a été proposé
comme mesure synthétique du statut oxydant (Sharma et al. 1999). Le
statut oxydant peut étre mesuré au niveau d’un tissu ou du plasma de
I’individu. Le plasma peut facilement et de facon répétée étre collecté
et il permet d’avoir une vision générale du statut oxydant de
I’individu. Ainsi, la mesure de produits d’oxydation dans le plasma,
tels que les hydroperoxydes, permet de connaitre de facon générale,
mais différée dans le temps, 1’état des attaques radicalaires dans
I’organisme. Néanmoins, les mesures sanguines ne permettent pas de
localiser précisément le site des attaques radicalaires qui peuvent
avoir eu lieu dans un ou plusieurs tissus ou provenir des cellules
sanguines. En effet, le sang dilue les molécules oxydées qu’il draine.
Aussi, ’augmentation significative des produits d’oxydation dans le
plasma ne sera observée que lorsque 1’oxydation dans le tissu
concerné est suffisamment importante en durée et en amplitude. Les
molécules antioxydantes mesurées dans le plasma sont de deux types.
D’une part, les composés extracellulaires (Figure 6) sont transportés
par le sang entre leur lieu de synthése ou d’absorption et leur lieu de

stockage ou d’utilisation (Kohen et Nyska. 2002). D’autre part, les
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molécules intracellulaires passent dans la matrice extracellulaire des
tissus lors de la mort cellulaire puis sont drainées par le sang ou
passent directement dans le sang lorsqu’elles sont produites par les
cellules sanguines (Somogoyi et al. 2007). Par conséquent, la mesure
de la capacité du sang a faire face a I’oxydation, avec des tests tels que
le BAP (Biological Antioxidant Potential), le TEAC (Total Equivalent
Antioxidant Capacity), I’ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity), le FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma), permet de
connaitre de fagcon non spécifique I’aptitude du sang a répondre aux
attaques radicalaires. La mesure de molécules telles que les vitamines
A ou E est spécifique de I’antioxydant donné et ne permet pas
d’évaluer la capacité générale de I’individu a répondre a 1’oxydation
sauf a mesurer plusieurs dizaines d’antioxydants. La mesure de
molécules antioxydantes endogénes dans le sang, par exemple la
SOD, la catalase ou la glutathion péroxydase, souffrent des mémes
biais de dilution et de décalage dans le temps que ceux développés
précédemment pour les molécules oxydées.

A T’inverse du plasma, la mesure dans un tissu permet d’avoir
une vision précise, localisée et précoce du statut oxydant. Cependant,
il semble difficile (biopsies), voire impossible (tissus internes,
abattage) selon les tissus choisis, d’effectuer plusieurs mesures sur un

individu vivant. Le sang transporte la vitamine E et A entre les lieux
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d’absorption, de stockage et d’utilisation. La vitamine A est stockée
principalement dans le foie et la vitamine E est stockee dans le foie et
les tissus adipeux (Traber. 2012). Par conséquent, les concentrations
en vitamines A et E dans les tissus reflétent davantage 1’état des
réserves de I’organisme tandis que les concentrations sanguines sont

le reflet de I’ingestion et de la mobilisation de ces vitamines.

1.2.4.2 Statut oxydant du porcelet au sevrage

Le statut oxydant a été peu étudié chez le porcelet au sevrage.
Les études publiées montrent une augmentation de la concentration
sanguine en hydroperoxydes entre le sevrage a 21 jours d’age et 80
jours d’age (Pastorelli et al. 2012a) ou entre le sevrage a 28 jours
d’age et 35 (Sauerwein et al. 2007), 49 (Sauerwein et al. 2005) ou 86
jours d’age (Corino et al. 2007). Dans ces mémes études, la capacité
antioxydante du plasma (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)
augmente avec 1’age (Sauerwein et al. 2005; Sauerwein et al. 2007).
Cependant, les études publiées ne permettent pas de déterminer avec
certitude si le stress oxydant observé est di au sevrage ou au
vieillissement des animaux. Il n’existe pas a notre connaissance de
données dans la littérature qui explorent I’évolution du statut oxydant
avec 1’age chez des mammiferes. L’évolution des dommages liés a

I’oxydation n’a été étudiée que chez le nouveau-né ou chez I’adulte
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sénescent. A la naissance, le jeune ne regoit plus I’oxygeéne par le sang
maternel mais par Dl’air, plus riche en oxygeéne, ce qui conduit au
phénomene « oxidative burst » (Finkel et Holbrook. 2000). Les
mitochondries, qui recoivent alors un afflux important d’oxygéne,
produisent une quantité plus importante de radicaux libres qui
attaquent les macromolécules de 1’organisme. Chez I’adulte sénescent,
de nombreuses études ont émis I’hypothése que les dommages
provoquant le vieillissement des cellules étaient dus a une
accumulation de produit d’oxydation au cours de la vie conduisant a
une perte de certaines fonctions cellulaires (Lin et Flint Beal. 2003;
Pérez et al. 2009). Cette accumulation de produits d’oxydation a été
montré chez I’adulte sénescent dans de nombreuses especes : humain
(Finkel et Holbrook. 2000), lapin (Oriani et al. 2001), liévre (Palazzo
et al. 2011) ou mouton (Casamassima et al. 2012).

Une situation de stress oxydant demeure difficile a qualifier. 1l
n’existe pas de données de références sur le statut oxydant des
principaux animaux d’élevage, rendant particuliérement difficile
’interprétation des valeurs absolues des statuts oxydants (Celi. 2010).
Ainsi, les études publiées sur 1’évaluation du statut oxydant chez les
animaux d’¢élevage font toujours état d’'une évolution de statut entre un
point initial et un évenement du type sevrage chez le porc (Sauerwein
et al. 2005; Corino et al. 2007; Sauerwein et al. 2007), mise-bas (Celi
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et al. 2010a) ou stress thermique (Di Trana et al. 2006) chez la chévre
ou lactation chez la vache (Pedernera et al. 2010). Par ailleurs, dans la
mesure ou 1’oxydation entraine une adaptation de I’organisme via la
production de molécules antioxydantes (Hermes-Lima et al. 2015), il
semble particulierement opportun de prendre en compte les deux
parametres dans ’interprétation du statut oxydant a travers
I’utilisation de I’index de stress oxydant par exemple (produit
d’oxydation/capacité antioxydante) (Sharma et al. 1999).

A P’opposé, la littérature est particulierement abondante sur les
concentrations plasmatiques en molécules antioxydantes particulieres
telle que la vitamine E. Au sevrage, la concentration sanguine en
vitamine E diminue trés fortement (d’un facteur 2 a 4) (Mahan. 1991,
Sivertsen et al. 2007; Wilburn et al. 2008). Par ailleurs, la diminution
de I’ingestion d’aliment au sevrage et la diminution de I’absorption de
la vitamine E dans ’intestin contribuent a réduire sa disponibilité au
moment du sevrage (Kayden et Traber. 1993; Lauridsen et al. 2001).
La vitamine E est absorbée avec les lipides qui sont présents en moins
grandes quantités dans I’aliment que dans le lait. Par ailleurs, il y a au
sevrage une diminution de 1’activité des enzymes pancréatiques et des
acides biliaires nécessaires a 1’absorption intestinale des lipides et de
la vitamine E (Kayden et Traber. 1993; Lauridsen et Jensen. 2005).

L’ensemble de ces facteurs permet d’expliquer la chute de la
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concentration plasmatique et de la teneur des réserves adipeuses en
vitamine E au moment du sevrage (Lauridsen et Jensen. 2005).
Plusieurs études ont ainsi montré que 1’ajout de quantité croissante de
vitamine E dans I’aliment (Moreira et Mahan. 2002; Wilburn et al.
2008; Prévéraud et al. 2015) ou I’eau de boisson (Wilburn et al. 2008)
des porcelets ou dans 1’aliment des truies (Lauridsen et Jensen. 2005;
Shelton et al. 2014) permettait de limiter la diminution de la
concentration plasmatique en vitamine E apres sevrage.

La vitamine A a été, a notre connaissance, peu étudiée chez le
porc. Un seul gavage de porcelets de 18 jours d’age avec des doses
croissantes de vitamine A (0 a 100 000 Ul) ne conduit pas a une
augmentation de la concentration plasmatique mais provoque une
augmentation de la concentration en vitamine A dans le foie (Surles et
al. 2007). A notre connaissance, dans la seule étude publiée, chez le
porcelet au sevrage (23 jours d’age), I’augmentation de la teneur en
vitamine A dans ’aliment, de 2 200 Ul’kg (NRC) a 26 400 Ul/kg,
entraine une augmentation des concentrations plasmatiques et
hépatiques en vitamine A 35 jours apres sevrage (Ching et al. 2002).
Dans cette méme étude, aucun effet de la teneur en vitamine A dans
I’aliment n’a ¢été observé sur le GMQ, I’ingestion ou I’indice de

consommation.
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1.3 Larobustesse

1.3.1 Le concept de robustesse

Le concept de robustesse a ¢t¢ développé dans I’industrie
japonaise dans les années 1950 par le Dr Taguchi. Il s’agissait de créer
des produits manufactures, congus pour un usage donné, capables de
maintenir leur performance en toutes conditions d’utilisation. Dans le
domaine de la biologie, la robustesse peut se définir comme une
propriété permettant a un systeme de maintenir ses fonctions contre
des perturbations internes ou externes (Kitano. 2004).

De cette définition trés générale, certains auteurs ont proposé
une définition adaptée a 1’élevage. Aussi, la robustesse peut se définir
comme la capacité d’un animal & combiner un niveau de production
élevé, de santé et de bien-étre quel que soit I’environnement dans
lequel il évolue (Knap. 2005; Theilgaard et al. 2007; Friggens et al.
2017). Chaque organisme vivant est adapté au milieu dans lequel il
vit. Ainsi, lorsque le milieu change, les individus doivent adapter leur
comportement, leur physiologie et leur métabolisme. Un effort
d’adaptation trop important fait peser potentiellement des menaces
pour leur santé, leur bien-étre, leur performance de production, voire

leur survie.
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L’¢levage a conduit a limiter les aléas subis par les animaux.
Les individus sont placés dans des conditions d’alimentation, de
logement, de conduite ou de statut sanitaire qui favorisent 1’expression
de leur potentiel de croissance. Ainsi, la sélection génétique des
animaux d’élevage s’appuie sur des niveaux de performances mesurés
dans des conditions d’¢levages optimisées afin de permettre la pleine
expression du potentiel genétique de production de ces animaux.
Cependant, dans la pratique, il existe une diversité de conditions
d’¢élevage liée a la conduite des éleveurs, a la situation géographique
des ¢élevages, a la diversité de 1’alimentation, dont certaines peuvent
conduire a une dégradation du bien-étre, de la santé et des
performances de croissance.

L’adaptation des animaux a des conditions d’élevage non
optimales entraine des changements dans la physiologie et le
métabolisme de 1’animal pouvant conduire a des changements dans
I’utilisation des nutriments par 1’animal. Selon la théorie de
I’allocation des ressources développée par Beilharz (Beilharz et al.
1993), un étre vivant dispose d’une quantité limitée de ressources
nutritionnelles qu’il partage entre les grandes fonctions comme par
exemple, les fonctions d’entretien, de reproduction, de croissance, de
défenses immunitaires. Par exemple, un porc sélectionné pour la

maximisation de sa croissance dans des conditions d’élevage

87



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE
permettant la pleine expression de son potentiel génétique oriente
majoritairement 1’énergie disponible, aprés avoir assuré ses besoins
d’entretien, vers le développement de ses tissus musculaires. Si le
méme porc est logé dans des conditions d’¢élevage dégradées, une
partie des nutriments dont il dispose sera dirigée vers les défenses
immunitaires de I’organisme, au détriment de la croissance.

La sélection des animaux d’¢levage sur des caractéres de
production (croissance, indice de consommation) aurait conduit les
animaux a prioriser leur métabolisme pour soutenir une fonction de
production entrainant des effets négatifs sur la reproduction ou la
santé (Rauw et al. 1998; Friggens et al. 2017). Par exemple, chez la
vache laitiére, une corrélation génétique négative a été observée entre
la quantité de lait produite au cours d’une lactation et le nombre de
jours entre 2 vélages (Berry et al. 2014). La sélection génétique sur les
caracteres de production laitiére s’est effectuée dans un contexte ou
les apports énergétiques étaient limités par la capacité du rumen. En
conséquence, dans ces conditions alimentaires limitantes, les animaux
qui consacrent davantage d’énergie a la production laitiere le feraient
au détriment de la reproduction (Phocas et al. 2014). Chez les
volailles, une méta-analyse comparant différentes lignées d’animaux a
montré que les volailles sélectionnées sur la vitesse de croissance

(GMQ) connaissaient une diminution de leur fonction immunitaire
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mesurée par le taux de mortalité ou la concentration sanguine en
anticorps suite a un challenge infectieux (van der Most et al. 2011).
Chez le porc, il existe également une corrélation genétique négative
entre la croissance (age a 100 kg) et la reproduction (nombre de
porcelets nés vivants par portée) (Holm et al. 2004). Une autre étude
chez le porc a montré une corrélation génétique négative entre le
GMQ et des parameétres de I’immunité, notamment le nombre de
lymphocytes T et B, de monocytes ou la concentration plasmatique en
protéines inflammatoires (haptoglobine ou CRP) (Clapperton et al.
2009).

L’animal robuste a tous les types de stress et tres performant
est peut €tre une utopie. Ainsi certains auteurs ont émis 1’hypothése
que la notion de robustesse de 1’animal devait étre définie par rapport
a une situation particuliere comme la robustesse au stress thermique,
a la pression sanitaire ou au sevrage (Friggens et al. 2017). En effet, il
est trés probable que les mécanismes impliqués dans la robustesse du
porcelet au sevrage soient différents des mécanismes impliqués dans

la robustesse au stress thermique.

1.3.2 Mesure de la robustesse

Si la définition générale de la robustesse d’un animal d’élevage

fait relativement consensus, il existe de multiples fagons, en pratique,
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de considérer un animal comme robuste ou non. Objectiver la
robustesse nécessite des criteres et des indicateurs mesurables.

Pour palier aux probléemes de reproduction et aux troubles
locomoteurs des vaches laitiéres hautes productrices conduisant les
éleveurs a réformer leurs animaux précocement (Friggens et al. 2017),
I’intégration de la longévité des carricres dans les objectifs de
sélection génétique a été étudiée. Chez la truie, le nombre de portées
au cours de la carriére est un critére de robustesse car il prend en
compte des caractéristiques telles que la qualité des aplombs, de la
mamelle, la résistance aux maladies ou la tolérance a la chaleur (Knap
(2005) Ces caractéres sont faiblement héritables, assez difficiles a
mesurer et sont fortement influencés par ’environnement (Knap.
2005). En conséquence, la longévité est, dans ce cas, un caractére
intégratif beaucoup plus simple a mesurer pour évaluer la robustesse
des truies. Les lapines sélectionnées sur le nombre de lapereaux au
sevrage ont une durée de leur carriére de production diminuée et une
plus grande sensibilité a une vague de chaleur (mesurée par le nombre
de lapereaux nés par portées en période estivale) (Theilgaard et al.
2007). Dans cette méme étude, les lapines sélectionnées sur le nombre
de portées montrent une plus grande persistance de la taille de portée
(nombre de lapereaux nés) au cours de leur carriere de production et

une meilleure résistance au stress thermique permettant aux auteurs de
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qualifier cette lignée de plus robuste (Theilgaard et al. 2007). La
mesure de la longévité des animaux constitue donc une approche
permettant de caractériser la robustesse de ’animal reproducteur. Il
s’agit d’une approche intéressante d’un point de vue génétique, mais
elle ne permet pas de comprendre les réponses physiologiques mises
en oeuvre qui permettent d’expliquer la longévité¢ de la carriere de
production des animaux. De plus, la longévité n’est pas un caractere
permettant d’évaluer la robustesse d’animaux en croissance.

Une approche complémentaire de la caractérisation de la
robustesse est de s’intéresser directement aux réponses physiologiques
qui permettent a un animal d’étre plus robuste. Par exemple, la
réponse au stress est une réponse d’adaptation de 1’organisme face a
des situations de danger. Les porcs qui ont été sélectionnés sur des
caractéres de production, tels que la croissance ou I’efficacité
alimentaire, montrent une diminution de 1’activation de 1’axe
corticotrope lors d’une stimulation de celui-ci par une injection
d’ACTH. Les animaux ayant une forte réactivité des glandes
surrénales a I’ACTH seraient alors plus robustes (Mormede et
Terenina. 2012). Si les animaux sélectionnés sur leur plus forte
activation des surrénales suite a une stimulation par une injection
d’ACTH montrent de meilleures performances de reproduction

(nombre de porcelets nés vivants par portée), ils ont néanmoins de
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moins bons GMQ sur la phase de post-sevrage et d’engraissement que
leurs contemporains ayant une faible réponse au stress (Mormede et
al. 2016).

Quel que soit le choix des indicateurs retenus pour mesurer en
pratique la robustesse, il convient de déterminer dans quelles
conditions ces indicateurs doivent étre mesurés. Plusieurs auteurs ont
émis I’hypothése que le choix de I’environnement dans lequel les
indicateurs de robustesse sont mesurés est primordial (Rauw et al.
1998; Knap. 2005; Phocas et al. 2014; Friggens et al. 2017).
Conceptuellement, la notion de robustesse prend tout son sens lorsque
les animaux sont mis en condition pour exprimer leur robustesse, ¢’est
a dire quand ils subissent des perturbations dans leurs conditions de
vie. En effet, si les conditions sont idéales, I’animal n’a, en théorie,
pas besoin de faire d’effort d’adaptation a son environnement et
I’expression de bonnes performances et du bien-étre de 1’animal
seront favorisés. A I’inverse, lorsque les conditions sont difficiles ou
changeantes, la capacité d’adaptation de I’animal a ces nouvelles
conditions, sa robustesse, s’exprime davantage (Friggens et al. 2017).
Par exemple, une étude mesurant 1’héritabilité de paramétres
immunitaires chez le porc a montré que le nombre de leucocytes était
héritable dans les élevages a statut sanitaire dégradé mais pas dans les

élevages a statut sanitaire élevé (Clapperton et al. 2005).
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Figure 7 : Réponses physiologiques mises en ceuvre lors de ’adaptation du porcelet au

sevrage.
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1.4 Conclusion

Le sevrage, tel qu’il est pratiqué en élevage, induit de
nombreux changements dans 1’environnement du porcelet. Ces
changements brusques ralentissent la croissance et sont susceptibles
d’affecter la santé du porcelet. L’amplitude de I’impact du sevrage sur
les performances et la santé est souvent trés variable selon les
individus et les conditions dans lesquelles le sevrage a lieu. Le
porcelet met en place des réponses physiologiques lui permettant de
s’adapter au sevrage (Figure 7). Ainsi, la mise a disposition et
I’utilisation des nutriments est modifiée par une modification de la
morphologie digestive réduisant 1’absorption et par une plus forte
mobilisation des réserves corporelles. L’activation du systéme
immunitaire conduit a une inflammation au niveau intestinal qui
devient bien souvent systémique. De plus, le sevrage provogue un
stress important pour 1’animal qui a des répercussions sur le systéme
immunitaire et le statut oxydant. Enfin, le sevrage entraine une
dégradation du statut oxydant du porcelet provoguant des dommages
aux macromolécules de 1’organisme.

Nous avons défini le concept de robustesse au sevrage comme
la capacite a exprimer de fortes croissances, en bonne sante quel que
soit I’environnement dans lequel les animaux sont élevés. Par
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conséquent, un porcelet robuste s’adapte probablement au sevrage en
mettant en place des réponses physiologiques qui limitent le
ralentissement de la croissance et la dégradation de la santé apres le
sevrage.
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2 APPROCHE
EXPERIMENTALE

97



APPROCHE EXPERIMENTALE

2.1 Questions de recherche et hypothéses

Parmi les changements physiologiques qui interviennent au
moment du Sevrage chez le porcelet, nous faisons 1’hypothése que
certains d’entre eux sont associés a la robustesse du porcelet, soit de
facon causale, soit parce qu’ils résultent d’une plus ou moins bonne
adaptation de I’animal. Ces différences interindividuelles, en
amplitude ou temporelles, devraient étre repérables dans le sang juste
avant ou peu apres le sevrage, par la mesure de variables

physiologiques pertinentes, décrivant ces réponses biologiques.

Question de recherche n°1
Peut-on identifier des réponses physiologiques associées a

la robustesse du porcelet au sevrage ?

Question de recherche n°2

La robustesse du porcelet au sevrage peut-elle étre prédite
par la mesure de variables sanguines décrivant I’état de ces
différents systémes avant le sevrage et leur réponse précoce au

tout début du sevrage ?
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2.2 Stratégie expérimentale

Pour répondre a la question de recherche n°1, nous avons mis
en place deux études avec deux approches complémentaires : d’une
part, une étude en installation expérimentale en environnement
contr6lé ou nous avons fait varier uniquement les conditions de
conduite et I’Age au sevrage et, d’autre part, une étude sur le terrain,
en environnement non contrélé ou nous avons sélectionné des
élevages selon leur statut sanitaire et leurs performances moyennes de
croissance en post-sevrage. Dans 1’étude en installation expérimentale,
la cinétique des variables physiologiques autour du sevrage a été
étudiée sur un nombre restreint d’animaux (n=64). Deux &ges au
sevrage ont été étudiés dans le but de s’assurer que 1I’évolution des
variables physiologiques observée était liée au sevrage et non au
processus de maturation physiologique des porcelets avec 1’age. Les
différentes conditions de conduite visaient a créer des environnements
plus ou moins favorables a la croissance et la santé des porcelets au
sevrage. Dans 1’étude terrain, nous avons mesuré, sur un nombre
restreint de points de mesures autour du sevrage, globalement les
mémes variables physiologiques sur un plus grand nombre d’animaux

(n=288) issus de 16 élevages différents. Ainsi, ces deux études nous
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ont permis de faire des hypotheses sur les réponses physiologiques
associees a la robustesse du porcelet au sevrage.

Pour répondre a la question de recherche n°2, nous avons fait
I’hypothése que parmi les variables physiologiques « candidates »
mesurées dans 1’étude terrain, décrivant les réponses physiologiques
gue nous présumions associées a la robustesse, mesurées avant ou
aprés sevrage, certaines étaient susceptibles de prédire la robustesse
du porcelet au sevrage. Nous avons choisi de travailler a partir des
variables mesurées sur un grand nombre de porcelets issus d’élevages
commerciaux sélectionnés dans le but d’avoir différentes conditions
d’environnement ou nous avons supposé que la robustesse avait plus

ou moins de chances de s’exprimer.
2.3 Matériel et Méthodes

2.3.1 Financement de 1la thése et collaboration

scientifique

Ce travail de thése repose sur le recrutement d’un doctorant par
la coopérative Cooperl Arc Atlantique avec le soutien de 1’Agence
Nationale Recherche Technologie (ANRT) a travers la délivrance
d’une bourse CIFRE. L’accueil, la formation et I’encadrement du

doctorant ont été assurés par I'INRA par les UMR PEGASE
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(Physiologie, Environnement et Génétique pour 1I’Animal et les
Systemes d’Elevage) de Saint Gilles (35) et BIOEPAR (Biologie,
Epidémiologie et Analyse des Risques en santé animale) de Nantes
(44).

L’étude terrain a regu un financement du métaprogramme
GISA (Gestion Intégrée de la Santé Animale) de I’'INRA a travers le
projet SEVROBUST regroupant des chercheurs de différentes unités
INRA : Julie Hervé, Blandine Lieubeau et Grégoire Mignot de ’'USC
IECM (Immuno Endocrinologie Cellulaire et Moléculaire) de Nantes,
Pierre Mormede et Elena Terenina de ’'UMR GenPhySE (Génétique,
Physiologie et Systéme d’Elevage) de Toulouse, Catherine Belloc et
Mily Leblanc-Maridor de ’'UMR BIOEPAR de Nantes et Elodie
Merlot de 'UMR PEGASE a Saint Gilles.

L’étude terrain a également bénéficié d’un financement PSDR
conjoint INRA/IRSTEA/Régions pour le projet SANTINNOV et d’un
financement de ZOETIS pour I’observation des problémes de santé.

L’¢étude expérimentation animale et 1’é¢tude terrain ont recu un

financement complémentaire de Cooperl Arc Atlantique.
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Tableau 1: Description des conditions de sevrage optimales et détériorées appliquées

dans P’étude en installation expérimentale.

Conditions . CeAi

Optimales (CO) Détériorées (CD)
Densité 4 porcelets/case 8 porcelets/case

8 portées par case
Mélange d’animaux 2 portées/case Mélange d’animaux 1 semaine apres
sevrage
Propreté de la salle Lavée et désinfectée Non lavée et non désinfectée
Température pendant le transfert Directement a 28°C 4h d’attente a 20°C
er éme . \ o 94 . R TY

Transition aliment 1 age/2 Aage Sur 3 jours (32 a 35j d’age) Directe (32j d’age)

12] 19]J’
| L

Zﬁji
|

33j 40j 47] 54j 61j 88j 119] 147

H———+—+—+—>

Pesée 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Sa ng 100% 100% 100% 100% 75% 50% 50% 50% 100% 100% 100%

Diarrhées

Chaque jour

Figure 8 : Description des prélevements et des mesures effectuées sur les porcelets de

Pétude en installation expérimentale et du pourcentage d’animaux concernés par la pesée

ou le prélevement a chaque temps.
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2.3.2 Etude en installation expérimentale

Cette etude a été réalisée dans les installations expérimentales
de ’INRA de Saint Gilles et approuvée par le Ministére de la
Recherche suite a 1’avis de comité d’éthique en expérimentation
animale de Rennes (n°2015070815295160). A 12 jours d’age, 64
porcelets (génétiqgue NUCLEUS, Piétrain x (Landrace x Large White))
issus de 12 portées ont été sélectionnés. Dans le but de dissocier
I’effet de I’age de celui du sevrage sur les mesures biologiques
effectuées, 6 portées ont été sevrées a 21 jours d’age et 6 autres a 28
jours d’age. Ensuite, afin d’explorer les effets de conduites
contrastées, les porcelets ont été sevrés en conditions optimales ou
dégradées (Tableau 1).

Les porcelets ont été pesés chaque semaine de 12 a 61 jours
d’age puis a 88, 119 et 147 jours d’age (Figure 8). Dans le but de
limiter le nombre de prélévement, 50% des porcelets ont été prélevés
entre 1 semaine apres sevrage et 61 jours d’age. Ainsi, 100% des
porcelets ont été préleves a 12, 19, 26, 88, 119 et 147 jours d’age.
Pour les porcelets sevrés a 21 jours d’age, 50% d’entre eux ont été
prélevés a 33, 47 et 61 jours d’age tandis que les 50% restant I’ont été

a 40 et 54 jours d’age. Pour les porcelets sevrés a 28 jours d’ages,
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50% ont été prélevés a 40 et 54 jours d’age et les 50% restant a 47 et
61 jours d’age.

La consistance des féces a été évaluée quotidiennement entre
le sevrage et 61 jours d’age par une manipulation individuelle de
chaque animal et a 1’aide d’un coton tige. La consistance des feces a
été qualifiée de dur, mou ou liquide.

Les prélevements ont été effectués a la veine jugulaire dans 2
tubes Venosafe de SmL contenant de ’EDTA ou de I’héparine comme
anticoagulants. Le tube contenant de ’EDTA a été conservé a
température ambiante jusqu’a la détermination de la formule sanguine.
Le tube contenant de 1’héparine a été conservé sur la glace. Les deux
tubes ont ensuite été centrifugés pendant 15 minutes a 3000g a 4°C
puis stockés a -20°C avant analyse. Les analyses effectuées et les
échantillons sur lesquelles elles ont été réalisées sont représentés dans
le Tableau 2.

2.3.3 Etude terrain: Expérimentation en élevages
commerciaux
Cette étude a été réalisée dans des élevages commerciaux et a
été approuvée par le Ministere de la Recherche suite a 1’avis de

Comité d’Ethique en Recherche clinique et épidémiologique

Vétérinaire d’Oniris (n°CERVO0-2016-6-V).
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2.3.3.1Sélection des élevages

Seize élevages commerciaux, naisseurs engraisseurs, adhérents
de la coopérative COOPERL ont été sélectionnés parmi 170 élevages
ayant les caractéristiques suivantes : taille d’¢élevage supérieure a 100
truies, génétique commune (NUCLEUS, Piétrain x (Landrace x Large
White)), sevrage a 28 jours d’age, élevage de production uniquement,
élevage qui renseignent leurs dépenses de santé et leurs données
techniques (Figure 9).

A partir de cette base, les élevages ont été sélectionnés selon
des performances de croissance moyenne (GMQ 8-30moyen entre 8 et
30 kg (GMQ 8-30)), les dépenses de santé en supplémentation et leur
statut sanitaire. Le GMQ 8-30, exprimé en grammes par jour, est un
critére standardisé utilisé dans la Gestion Technique d’Elevage mise
en place par I’IFIP. Il est calculé a partir d’estimation des dates et des
poids d’entrée et de sortie de post-sevrage. Le GMQ calculé est
ensuite corrigé par un coefficient pour le ramener a une base 8 a 30kg
(Aubry et al. 2004). Les 40% extrémes de chaque groupe ont été
conservés soit 142 élevages (Figure 10). Ensuite pour chaque
catégorie, les élevages ont de nouveau été classés selon leur niveau de
dépenses en supplémentations (40% extrémes). Le niveau de dépenses

en supplémentation, exprimé en euros par truie par an, est un critere
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Tableau 2 : Analyses réalisées sur les échantillons prélevés sur les porcelets de I’étude en

installation expérimentale (NA : analyse non effectuée)

) Type Matrice Age des porcelets (j)
Analyses effectuées d’échantillons de

analysés collecte 12 | 19 | 26 | 33 | 40 | 47 | 54 61 88 | 119 | 147
Lymphoc_ytes, Frais EDTA X X | X | X | x| X X X X X X
Neutrophiles, Monocytes
Hémoglobine,
Hématocrite, Globules Frais EDTA X X | X | X | X | X X X X X X
rouges
IFN alpha Congelé Héparine NA X X X X X NA [ NA [ NA [ NA | NA
Haptoglobine Congelé Héparine X X | X | X | X | X X X X X X
IgM, 1gG Congelé Héparine X X X X X X X X X X X
Capacité antioxydante du
plasma (BAP), Congelé Héparine X X | X | X | X | X X X X X X
Hydroperoxydes (dAROM)
VitE, Vit A Congelé Héparine X X
Urée, Créatinine, Congelé Héparine X X X X X X X X
Glucose,
Acides gras libres Congelé EDTA X X X X X X X X X X

747 élevages avec GTE en 2013

v

635 élevages produisant du male entier

<<

329 élevages sevranta 28 jours

=

309 élevages Naisseur-Engraisseur total

-

282 élevages de production

&

201 élevages avec un GMQ, 8-30 kg

<&

—— e e e e e e

199 élevages enregistrant leur dépenses de santé

v

171 élevages ayant plus de 100 truies

- U | X]|] X [X

Figure 9 : Processus de sélection des élevages de I’étude terrain
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standardis¢ de la Gestion Technique d’Elevage mise en place par
I’IFIP. C’est une partie des dépenses de santé qui regroupe 1’ensemble
des  supplémentations:  antibiotiques,  produits  diurétiques,
antiparasitaires, anticoccidiens et divers thérapeutiques de type
vitamine C, aspirine, chlorure d’ammonium admistrés dans 1’eau ou
dans I’aliment (IFIP. 2007). Le GMQ 8-30 permet d’estimer les
performances moyennes d’un élevage en phase de post-sevrage. Le
niveau de dépenses en supplémentation est une fagon d’approcher
I’utilisation des antiobiotiques dans un élevage. Dans la GTE, les
antibiotiques sont renseignés dans deux catégories selon qu’ils soient
administrés par voie orale ou par injection. En phase de post sevrage,
98% des antibiotiques sont utilisés par voie orale (Hémonic et al.
2013). Deux catégories d’élevages ont alors été sélectionnées a partir
de ces deux criteres : les élevages avec un fort GMQ 8-30 et de faible
dépenses en supplémentation (n=27, Figure 11) ou nous avons fait
I’hypothése qu’il s’agissait d’élevages ayant de bonnes performances
sans recours aux antibiotiques et les élevages avec un faible GMQ 8-
30 et de fortes dépenses en supplémentation (n=30) ou nous avons fait
I’hypothése qu’il s’agissait d’¢élevages ayant de mauvaises

performances malgré le recours aux antibiotiques. Au sein de ces deux

107



APPROCHE EXPERIMENTALE

Distribution du GMQ PS 8-30

Density

0.000 0.002 0004 0006 0.008 0.010

T T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600

GMQ 8-30 (afjour)

Figure 10 : Distribution du critére GMQ entre 8 et 30 kg dans les 171 élevages
présélectionnés pour ’étude terrain. Les zones foncées représentent les 40% extrémes de

la distribution.

171 élevages

[341;470[ [489;592]

[470;489[
N=29 N=68

[0,7;11,1]
N=30

[23,1;57,4]
N=27

N=14

[11,1;15,5] [15,5;61,9[ [15,6;23,1]
N=14 N=30

\ 4
Gma-sAN- | [ 6va- san+ | [ Gma+san- | [ Gmas san+
N=4 N=4 N=4 N=4

Figure 11 : Processus de sélection des élevages pour I’étude terrain selon le GMQ entre 8
et 30 kg, les dépenses de santé en supplémentations (40% extrémes) et le statut sanitaire

de I’¢levage.
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catégories, une évaluation du statut sanitaire de 1’¢levage a été
effectuée. Les élevages adhérents a Cooperl Arc Atlantique sont suivis
par les vétérinaires de Hyovet. Les vétérinaires renseignent dans le
bilan sanitaire d’¢levage réalisé chaque année, le statut vis-a-vis de
cing maladies communes en production porcine: Le syndrome
dysgénésique et respiratoire porcin (SDRP), I’actinobacillose, la
grippe, la circovirose et I’iléite a Lawsonia intracellularis. Pour
chaque maladie, le vétérinaire a la possibilité de renseigner un statut
sérologique et/ou clinique. Ainsi, pour chaque maladie, selon le bilan
sanitaire de ’année 2014, le statut a été considéré comme positif en
cas de statut sérologique et/ou clinique positif et/ou vaccination des
truies et/ou des porcelets. Par ailleurs, le statut a été considéré comme
négatif en cas de statut sérologique et/ou clinique négatif ou de
données manquantes. Les données manquantes correspondent a une
absence de qualification du statut vis-a-vis de la maladie, ce qui
signifie que le vétérinaire n’a pas jugé utile d’investiguer ces maladies
en raison de I’absence de suspiscion dans 1’élevage. A partir des
statuts de ces cinq maladies, un score bilan sanitaire a été calcule.
Pour chaque maladie, un score de 1 a été donné lorsque le statut est
positif et 0 lorsqu’il est négatif ou non renseigné. Ensuite les cing
scores ont été sommeés puis deux catégories d’élevages ont été créées :

Les élevages SAN+ avec un bon statut sanitaire et qui ont un score
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BSE inférieur ou égal a 2 et les élevages SAN- avec un mauvais statut

sanitair

categor

e et un score BSE strictement supérieur a 2. Dans chaque

ie, quatre élevages ont ensuite eté sélectionnés selon leur

distance par rapport a ’INRA de Saint Gilles, afin de limiter les temps

de dépl

acements lors de la phase de prélevement (Tableau 3, Figure

11, Figure 12).

créées :

Ainsi, suite a cette étape, 4 catégories de 4 élevages ont été

GMQ+SAN+ : Des élevages ayant des bonnes performances
de croissance en post-sevrage, utilisant peu de supplémentation
antibiotique et ayant un statut sanitaire favorable. Dans ces
¢levages, nous faisons 1’hypothése que les performances
observées sont favorisées par le statut sanitaire.

GMQ+SAN- : Des élevages ayant des bonnes performances de
croissance en post-sevrage, utilisant peu de supplémentation
antibiotique et ayant un statut sanitaire défavorable. Malgré
des conditions sanitaires défavorables, les performances sont
bonnes.

GMQ-SAN+ : Des élevages ayant de mauvaises performances
de croissance en post-sevrage, utilisant beaucoup de

supplémentation antibiotique et ayant un statut sanitaire

110



APPROCHE EXPERIMENTALE

Tableau 3 : Statut sanitaire des élevages de ’étude terrain selon les bilans sanitaires
d’¢élevage de I’année 2014. SDRP : Syndrome dysgénésique et respiratoire porcin, iléite :

iléite a Lawsonia intracellularis, BSE : Bilan sanitaire d’élevage, NA : données non

renseignées.
Elevage Catégorie Statut Statut Statut Statut Statut | Score | Catégorie Catégorie
8 initiale actinobacillose Grippe SDRP circovirose ileite BSE SAN finale

Elevage 5 GMQ-SUPP+ NA NA + NA NA 1 SAN+ GMQ-SAN+
Elevage 6 GMQ-SUPP+ - - - + + 2 SAN+ GMQ-SAN+
Elevage 7 GMQ-SUPP+ + NA - NA + 2 SAN+ GMQ-SAN+
Elevage 8 GMQ-SUPP+ - NA - NA NA 0 SAN+ GMQ-SAN+
Elevage 9 GMQ+SUPP- + NA - + + 3 SAN- GMOQ+SAN-
Elevage 10 GMQ+SUPP- NA NA + + + 3 SAN- GMOQ+SAN-
Elevage 11 GMQ+SUPP- + + + NA NA 3 SAN- GMQ+SAN-
Elevage 12 GMQ+SUPP- + NA + + - 3 SAN- GMQ#+SAN-

omaan Qe ougiian
oo (Y \Q o 53 Qcrsvn
Rt 2 v
\ \4

P :

Dodem MG AN

5]

MO L AN

Figure 12 : Distribution géographique des élevages de I’étude terrain.
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favorable. Malgré des conditions sanitaires favorables, les
performances sont mauvaises.

e GMQ-SAN-: Des élevages ayant de mauvaises performances
de croissance en post-sevrage, utilisant beaucoup de
supplémentation antibiotique et ayant un statut sanitaire
défavorable. Dans ces élevages, nous faisons 1’hypothése que
les performances observées sont en partie expliquées par le

statut sanitaire.

2.3.3.2Déroulement de I’étude

Dans chaque élevage, deux porcelets de poids moyen issus de
neuf portées provenant de truies représentant la pyramide des ages
standard d’un élevage de porc ont été sélectionnés a 26 jours d’age.
Les 18 porcelets de chaque élevage ont été identifiés individuellement
puis mis a jeun pendant au minimum 1 heure avant les mesures et
prélevements par extraction de la case de leur mére. A 33, 47 et 75
jours d’age, les porcelets ont ét¢ mis a jeun pendant une nuit au
minimum avant les prélévements.

La liste des prélevements et mesures effectués sur les porcelets
a chaque visite est représentée en Figure 13. Le sang a été collecteé a la
veine jugulaire dans 4 tubes Venosafe a 26 et 33 jours d’age : 2 tubes

de 10mL et 5SmL contenant de I’EDTA, 1 tube de 10mL avec de
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I’héparine et 1 tube de 10mL sans anticoagulant. A 47 et 75 jours
d’age, le sang a été collecté dans 2 tubes Venosafe de 10mL contenant
respectivement de ’EDTA et de I’héparine.

Les signes cliniques observés au cours de 1’étude sur les
animaux expérimentaux et leurs contemporains ont été enregistrés par
les éleveurs. La consistance des feces a été évaluée a 33 et 47 jours
d’age par une manipulation individuelle de chaque animal et suite a la
prise de température corporelle. La consistance des feces a été
qualifiée de dure, molle ou liquide.

Dans tous les cas, les tubes de sang secs ou contenant de
I’héparine ont été conservés sur la glace jusqu’a centrifugation a 4°C a
3000g pendant 15 minutes puis le plasma a été stocké a -20°C
jusqu’aux analyses. Les tubes de 10mL contenant de ’EDTA ont été
conservés a température ambiante jusqu’a analyse. Les tubes de SmL
contenant de ’EDTA ont été remplis a moitié de sang et 2mL de RNA
later ont été ajoutés puis le tube a été homogénéisé puis stocké a -
80°C jusqu’a I’analyse.

La salive a été collectée a 1’aide d’une Salivette (Sarstedt,
Numbrecht, Germany) qui a ensuite été stockée dans la glace jusqu’a
centrifugation pendant 15 min a 4°C & 3000g puis stockée a -20°C
jusqu’a I’analyse. Les féces ont été collectés dans des tubes de 50mL

puis conserves dans la glace jusqu’a ’aliquotage au laboratoire dans
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des tubes de 2mL qui ont été stockés a -80°C jusqu’a I’analyse. Le

type d’analyses effectuées et les échantillons sur lesquels elles ont été

réalisées sont représentes dans le Tableau 4.

26j l 33 a7j 75
[ 1 [ |
] ] L L >
Pesée X X
Sang X X X
Salive X X
Féces X X
Température | X X
Diarrhées X X X

Figure 13 : Description des prélévements et des mesures effectuées sur les porcelets
durant les visites dans les élevages commerciaux de I’étude terrain

Tableau 4 : Analyses réalisées sur les échantillons prélevés sur les porcelets de ’étude

terrain.
Type Matrice Age des porcelets (j)
Anal ff & "échantill
nalyses effectuées d’éc antl,ons de 2% 13 47 75
analysés collecte

Lymphocytes (total, CD4+ CD8- CD3+, CD4+ CD8+ .
CD3+, CD4- CD8- CD3+, CD4+ CD8+ CD3-) Frais EDTA X X
Neutrophiles, basophiles, eosinophiles, monocytes Frais EDTA X X
Hémoglobine, hématocrite, Globules rouges Frais EDTA X X
% phagocytoses par les monocytes et les PMN Frais EDTA X X
C Reactive protein Congelé Héparine X X
1gM, IgG Congelé Héparine X X X
IL-10, IL-8, TNF-alpha Congelé Héparine X X
Capacité antioxydante du plasma (BAP), ; P
Hydroperoxydes (dROM) Congelé Héparine X X X X
Vit E, Vit A Congelé Héparine X X
Urée, Créatinine, Glucose Congelé Héparine X X X X
Acides gras libres Congelé EDTA X X
Cortisol Congelé Héparine X
Expression de genes (Fluidigm Immunité et Stress) Congelé ?;r;? X
Microbiote intestinal Congelé NA X X

114




APPROCHE EXPERIMENTALE

2.3.4 Analyses de laboratoire

Toutes les analyses de laboratoire, sauf mention contraire, ont
été réalisées au sein de ’UMR PEGASE a Saint Gilles.

2.3.4.1Statut oxydant

L’évaluation du statut oxydant du porcelet au sevrage a fait
I’objet de mises au point au laboratoire de 'UMR PEGASE a
I’occasion de cette thése. Ainsi, la concentration en hydroperoxydes
plasmatiques et la capacité antioxydante du plasma ont été dosés sur
des plasmas héparinés a partir de kits commerciaux (Tests dROM et
BAP, Diacron, Grosseto, Italie). Les modes opératoires du fabricant
ont été adaptés pour une utilisation sur un analyseur automatique
(Konelab 20, Thermo Electron Corporation). Le test dROM mesure la
concentration plasmatique en hydroperoxydes générés par la
peroxydation des lipides, des protéines et des acides nucléiques
(Alberti et al. 1999). Dans le mode opératoire utilisé, 2 pL
d’échantillon sont ajoutés a 100 pL de tampon acide et 1 pL de
chromogene. L’absorbance est lue a 505 nm en cinétique toutes les 98
secondes pendant 980 secondes. Une courbe étalon avec 8 points et un
controle interne ont été utilisés. Les coefficients de variations intra- et

inter-jours de dosages étaient respectivement de 6% et 8%. Les
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résultats du test sont exprimés en CARRU (Unité Carratelli, 1
CARRU = 0,08 mg H,0,/100mL d’échantillon).

Le test BAP mesure les effets antioxydants de plusieurs
molécules telles que 1’acide urique, 1’acide ascorbique, I’alpha-
tocophérol ou la bilirubine (Benzie et Strain. 1996). Ainsi, 5 pL
d’échantillon sont ajoutés a 210 pL de solution de chlorure ferrique
(FeCl3) et d’un dérivé du thiocyanate. L’absorbance est lue a 505 nm
aprés une incubation de 5 min. Une courbe étalon avec 8 points et un
contrble interne ont été utilisés. Les coefficients de variations intra- et
inter-jours de dosages étaient respectivement de 2% et 6%. Les
résultats sont exprimés en pmol/L d’équivalent vitamine C, utilisée
comme agent de référence de réduction de fer.

La mise en place d’un mode opératoire adapté a I’analyseur
automatique a fait 1’objet de contrdles de stabilité co-financés par le
fournisseur italien du kit (Diacron). Ainsi, les effets de I’anticoagulant
utilisé lors de la collecte (EDTA, héparine ou sans anticoagulant), du
temps avant centrifugation (0, 1 ou 6 heures a 4°C), du temps (0, 1, 6
ou 12 mois) et de la température (-20°C ou -80°C) de stockage ont été
testés. Les échantillons collectés avec de ’EDTA, connu pour son
activité antioxydante, comme anticoagulant ont une concentration en
hydroperoxydes plus faibles et une capacité antioxydante du plasma

plus élevée que les échantillons collectés sans anticoagulant ou avec
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de I’héparine. Il n’y a pas d’effets significatifs du temps avant
centrifugation, de la durée et de la température de stockage sur ces
deux dosages. Ces résultats sont en accord avec des tests de stabilité
concernant le temps de stockage réalisés sur des plasma de chevaux
(Celi et al. 2010b).

Par ailleurs, les vitamines E (alpha-tocophérol) et A (rétinol)
ont été dosées sur des plasmas héparinés par chromatographie en
phase liquide (HPLC) sur une colonne dédiée (Chromsystems,
Germany)

2.3.4.2Immunité

Dans 1’étude terrain, des analyses sur sang frais EDTA ont été
réalisées le jour méme par I'USC IECM de Nantes; celles-ci
incluaient la numération-formule sanguine, le phénotypage des
lymphocytes par cytométrie de flux, I’analyse de la phagocytose et la
production des cytokines apres stimulation des cellules sanguines en
présence de LPS ex vivo avec dosage des interleukines IL-8, 1L-10 et
du facteur de nécrose tumorale (TNF)-alpha.

Dans 1’étude en installation expérimentale, le nombre de
leucocytes et les nombres de lymphocytes, monocytes et neutrophiles
ont été mesurés avec compteur automatique de cellules sanguines

calibré pour 1’espéce porcine.

117



APPROCHE EXPERIMENTALE

L’haptoglobine a été¢ dosée sur du plasma hépariné avec un kit
commercial (Tri Delta, Irlande) sur un analyseur automatique
(Konelab, Thermo Scientific). Cette méthode utilise la capacité de
I’haptoglobine a se lier a I’hémoglobine libre, et ainsi, a prévenir
I’activité péroxydase de I’hémoglobine a faible pH. La courbe de
calibration comprenait 4 points. Le coefficient de variation inter-jour
de dosage était de 12,16%.

Les IgG et les IgM ont été dosées par une ELISA sandwich
quantitative sur plasma hépariné. Des échantillons dilués ont été
distribués dans une plaque 96 puits préalablement coatée avec un
excés d’anticorps de chévre anti-IgG Fc de porc (ou anti-lgM). Apreés
1h d’incubation et un lavage, une péroxydase conjuguée a des IgG Fc
(ou IgM Fc) de chévre anti porc a été ajoutée. Les anticorps conjugués
et de capture ont été acquis auprés de Bethyl (USA). Aprés 1h
d’incubation a température ambiante et dans le noir, les plaques ont
été lavées et un substrat TMB (tetramethylbenzidine, Sigma—Aldrich,
France) a été ajouté. La réaction a été stoppée par 1’addition de H,SO4
2,5N. L’absorbance a ét¢ lue a 450 nm. La courbe de calibration
comprenait 7 points. Le coefficient de variation inter-jour de dosage
était de 12,05% pour les 1gG et 13,74% pour les IgM.

L’interphéron alpha a été dosé par une ELISA sandwich

quantitative sur plasma hépariné par I’ANSES de Ploufragan (22). Des
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échantillons dilués ont éte distribués dans une plaque 96 puits
préalablement coatée avec un excés d’anticorps recombinant de porc
anti-IFN alpha. Aprés 1h d’incubation et un lavage, une biotine
conjuguée a un anticorps anti-IFN alpha a été ajoutée. Les anticorps
conjugués et de capture ont été acquis aupres de R&D system (USA).
Aprés 1h d’incubation a température ambiante et dans le noir, les
plaques ont été lavées et un substrat TMB (tetramethylbenzidine,
Sigma—Aldrich, France) a été ajouté. La réaction a été stoppée par
I’addition de H,SO4 2,5N. L’absorbance a été lue a 450 nm.

2.3.4.3 Métabolisme

L’urée, la créatinine et le glucose ont été dosés sur des plasmas
héparinés avec des kits commerciaux (Thermo Scientific) sur un
analyseur automatique (Konelab, Thermo Scientific).

L’urée est hydrolysée par 1’uréase en ammoniac et en dioxyde
de carbone. L’ammoniac se lie ’alpha-cétoglutarate puis réduit le
nicotinamide adénine dinucleotide (NADH) pour produire du L-
glutamate. L’absorbance lue a 340 nm mesure la concentration en
NADH qui est proportionnelle a la concentration en urée dans
I’échantillon. La courbe de calibration comprenait 6 points. Le

coefficient de variation inter-jour de dosage était de 3,39%.
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Le glucose est oxydé en D-gluconate et en peroxyde
d’hydrogéne par la glucose oxydase. Puis le peroxyde d’hydrogéne
catalyse la liaison du phénol et du 4-aminoantipyrine en un composé
quinone-imine coloré dont 1’absorbance est lue a 510 nm. La courbe
de calibration comprenait 6 points. Le coefficient de variation inter-
jour de dosage était de 0,96%.

La créatinine a été dosée selon la méthode Jaffé ou elle fait
rougir une solution alcaline picrate. L’absorbance est lue a 510 nm. La
courbe de calibration comprenait 6 points. Le coefficient de variation
inter-jour de dosage était de 3,19%.

Les acides gras libres ont été dosés sur des plasmas EDTA
avec un kit commercial (Wako, Allemagne) sur un analyseur
automatique (Konelab, Thermo Scientific). Les acides gras libres sont
transformés en Acyl-CoA qui est oxydé et produit du peroxyde
d’hydrogeéne. En présence de peroxydase, le peroxyde d’hydrogene
produit un composé bleu qui peut étre mesuré a 550 nm. La courbe de
calibration comprenait 6 points. Le coefficient de variation inter-jour
de dosage était de 2,69%.
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3.1 Association entre statut oxydant, croissance et

santé du porcelet au sevrage

Nous avons vu dans la revue bibliographique que le statut
oxydant résultait de la balance entre I’ensemble des processus
d’oxydation et les mécanismes antioxydants de I’organisme. Le statut
oxydant a été peu étudié chez le porcelet au sevrage et il n’existe pas
de données décrivant I’évolution du statut oxydant au cours de la vie
du porcelet. Les quelques études publiées sur le statut oxydant du
porcelet au sevrage font état d’une augmentation transitoire des
produits d’oxydation au sevrage sans toutefois les associer avec la
croissance et la santé des porcelets qui sont des composantes de la
robustesse au sevrage telle que nous 1’avons définie.

Les objectifs de cette partie sont 1) d’étudier I’évolution du
statut oxydant chez le porcelet autour du sevrage ; 2) d’étudier les
relations entre statut oxydant, croissance et santé autour du

Sevrage

Matériel et Méthodes
Dans 1’étude en installation expérimentale, des porcelets
(n=64) Piétrain x (Landrace x Large White), de la station

expérimentale INRA de Saint Gilles (35), ont été sevrés a 21 (W21)
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ou 28 (W28) jours d’age dans des conditions optimales (CO) ou
détériorées (CD) (partie 2.3.2).

Dans 1’étude terrain, des porcelets males entiers (n=288)
Piétrain x (Landrace x Large White), issus de 16 élevages
commerciaux adhérents a la COOPERL, ont été sevrés a 28 jours
d’age. Dans chaque ¢levage, 2 jours avant le sevrage, 2 porcelets de

poids moyen, issus de 9 portées ont été sélectionnés (partie 2.3.3).

Résultats

Dans 1’étude en installation expérimentale, au cours de la
croissance du porcelet, les dommages causés aux macromolécules de
I’organisme (hydroperoxydes) augmentent progressivement (P<0.001)
tandis que la capacité antioxydante du plasma reste stable (P>0.05,
Figure 1A article PLOSOne). Il en résulte une augmentation du stress
oxydant (Index de Stress Oxydant (ISO), P<0.001). Au sevrage, la
concentration plasmatique en hydroperoxydes (P<0.001) et I’'ISO
(P<0.001) augmentent a J+12 tandis que la capacité antioxydante du
plasma diminue (P<0.001) mais uniquement lorsque les conditions de
sevrage sont détériorées (Tableau 1 article PLOSOne). En conditions
optimales, il n’y a pas de stress oxydant au sevrage (P>0.05). Dans
I’étude terrain, I’augmentation de la concentration en hydroperoxydes

est de plus grande amplitude et dure plus longtemps qu’en
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installations expérimentales (Figure 2 article PLOSOne). En effet, 14
élevages sur 16 avaient une concentration en hydroperoxydes
supérieure 19 jours aprés sevrage par rapport au niveau d’avant
sevrage.

Dans I’étude en installation expérimentale, I’expression de la
diarrhée chez le porcelet apres sevrage (P<0.001) ou un faible GMQ
entre 26 et 47 jours d’age (P<0.001) sont associés a un plus grand 1SO
12 jours aprés sevrage (Tableau 2 article PLOSOne). Par ailleurs, dans
I’étude terrain, les porcelets qui ont une plus forte concentration
plasmatique en vitamine E avant le sevrage ont un meilleur GMQ
entre 26 et 47 jours d’age (P<0.05, Tableau 3 article PLOSOne). La
concentration plasmatique en vitamine E chute au moment du sevrage
puis se stabilise jusqu’a I’abattage des animaux. La concentration
plasmatique élevée en vitamine E avant le sevrage est probablement
due a une saturation des réserves adipeuses de 1’animal. Au sevrage,
I’augmentation de [’utilisation de la vitamine E en tant
qu’antioxydant, le faible niveau d’ingestion et la plus faible activité
des enzymes impliquées dans 1’absorption de la vitamine E peuvent
expliquer la chute importante de la concentration plasmatique en
vitamine E au sevrage. La concentration plasmatique en vitamine E
des truies allaitantes n’est pas associée a celle de leurs porcelets au

moment du sevrage (P>0.05, Figure 14) soutenant I’hypothése que les
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stocks de vitamine E des porcelets sont constitués par I’ingestion du

colostrum dans les premiéres heures de vie.

Conclusion

1) Au cours de la croissance du porc, les dommages causés aux

2)

3)

macromolécules par 1’oxydation augmentent tandis que la
capacité oxydante du plasma reste stable. Il en résulte une
augmentation du stress oxydant au cours de la croissance. Ce
résultat sur le statut oxydant est original car ce type d’étude en
cinétique chez le jeune prépubere n’a jamais été publi¢ dans
aucune espece.

Le sevrage provoque une situation de stress oxydant transitoire
qui est davantage marquée en conditions détériorées, chez les
porcelets exprimant des diarrhées et chez ceux ayant un faible
GMQ entre 26 et 47 jours d’age.

Une forte concentration plasmatique en vitamine E avant

sevrage est associee a un fort GMQ entre 26 et 47 jours d’age.
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Question de recherche n°1
Peut-on identifier des réponses physiologiques associées a la

robustesse du porcelet au sevrage ?

Le statut oxydant se dégrade au moment du sevrage et est
associé a la croissance et la santé des porcelets au sevrage. Par
conséquent, I’une des réponses physiologiques associées a la
robustesse du porcelet au sevrage est probablement liée a sa

capacité a contenir le stress oxydant au sevrage.

Valorisation:

Cette étude autour de I’évaluation du statut oxydant du
porcelet autour du sevrage a fait I’objet d’une étude approfondie des
déterminants du statut oxydant et de la meilleure fagcon de le mesurer
pour répondre aux objectifs que nous nous étions fixés. Ainsi, les
dosages des hydroperoxydes (dROM) et de la capacité antioxydante
du plasma (BAP) ont fait I’objet de mises au point au sein de I'unité
INRA PEGASE. Des tests de stabilité ont été effectués en partenariat
avec le fabricant (partie 2.3.4). Par ailleurs, un suivi en cinétique de

ces indicateurs a été effectué sur un nombre conséquent d’animaux
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(n=64) entre 12 et 147 jours d’age. Les résultats publiés sont ainsi les
premiers de ce type. De plus, au cours de cette these, nous avons suivi
le statut oxydant d’un nombre sans précédent de porcs (n=352), issus
de 17 élevages différents ce qui nous a permis d’enrichir notre

connaissance du statut oxydant autour du sevrage.
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Abstract

Weaning is a source of social, nutritional and environmental disorders that challenge piglet
health. This study assesses the relevance of using plasma indicators of oxidative status as
biomarkers of health around weaning in pigs. Blood antioxidant potential (BAP), hydroperox-
ides (HPO), oxidative stress index (OSI, e.g. HPO/BAP), vitamin A and E concentrations
were investigated in two different trials. Trial A was carried outin an experimental unitto
investigate the effects of age (from 12 to 147 days of age), weaning (at 21 or 28 days of age)
and management at weaning (in optimal (OC) or deteriorated (DC) conditions) on those
parameters. Trial Bwas performed in 16 commercial pig farms to describe the variability of
these indicators on field between 26 and 75 days of age. In trial A, between 12 and 147 days
of age, HPO globally increased (P <0.001), vitamin E concentration decreased (P < 0.001)
whereas BAP and vitamin A concentration remained relatively stable (P > 0.1). Vitamins E
and A concentrations dropped 5 days after weaning independently of weaning age, weaning
conditions and expression of diarrhea (P < 0.001). Twelve days after weaning, whatever the
weaning age, HPO and OSl increased in DC compared to OC piglets (P = 0.05 and P <
0.01) and in piglets exhibiting diarrhea compared to those without diarrhea (P < 0.01 and P
<0.001). In DC pigs, BAP was also decreased (P < 0.05) 12 days after weaning. On trial B,
plasma concentrations of vitamins A and E decreased and HPO increased 5 and 19 days
respectively after weaning (P < 0,001). Contrarily to trial A, BAP values did not drop after
weaning. Piglets which had the lowest ADG (Average Daily Gain) after weaning had greater
HPO and OSl and lower vitamin A and E concentrations after weaning but also lower vitamin
E concentration before weaning (P < 0.05). In conclusion, HPO or OSI seem to be good indi-
cators of health disorders around weaning and plasma concentration of vitamin E before
weaning is associated to growth after weaning.

Introduction

Pig production has to combine reduction of the use of antibiotics, animal health and welfare
and profitability. To develop a better awareness of health and welfare of animals in farms,
accurate and easy to measure indicators of health are needed. Robust indicators of oxidative
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status are possible candidates. Oxidative status reflects the equilibrium between pro- and anti-
oxidant molecules in a living organism [1]. Pro-oxidants molecules are mainly free radicals
produced by the respiratory chain of mitochondria. Free radicals oxidize lipids, proteins and
DNA, for example, into hydroperoxides, and are responsible for cell and tissue injury if pro-
duced in excess. The antioxidant system of the organism involves endogenous components
such as glutathione, superoxide dismutase or catalase, and exogenous molecules, supplied by
food, such as vitamins (A, C, E) and selenium [1,2]. Under certain physiological circumstances
such as immune activation, physical exercise or stress, the production of free radicals can
exceed the anti-oxidant potential of the organism [1,2], generating oxidative stress. Oxidative
status was proposed as an indicator of health for farm animals because the correction of oxida-
tive stress during several infectious diseases improves health of treated animals [3].

Weaning is a health-challenging period for piglets because of nutritional, environmental
and social changes, sometimes associated to bad management practices [4-6]. Furthermore,
an increase of oxidative products in plasma has been shown during the second month of life of
piglets, and thus after weaning [7-10]. However, it is not dear whether this oxidative stress
results from weaning itself or other biological processes related to environmental factors or
maturation with age. Indeed, the evolution of oxidative status with age has not been described
in growing mammals. Furthermore, in commercial farms, weaning can be carried out in vari-
able management conditions which can affect growth of piglets and health, mainly through
the expression of diarrhea [11], and the impact of these conditions on oxidative status has not
been described.

The aim of this study was to assess the opportunity to use indicators of oxidative status as
biomarkers of piglet health in the context of weaning, For this purpose, blood indicators of
antioxidant potential of the animals (Blood Antioxidant Potential (BAP), vitamin A and E con-
centrations, and hydroperoxides (HPO) were measured together with clinical and growth data
in two experiments. A study carried out in experimental facilities was first designed to dissoci-
ate effects of age, weaning, and management conditions just after weaning on the evolution of
oxidative status (trial A). Then, a second trial was performed in 16 commercial farms in order
to describe oxidative status evolution around weaning in the field (trial B).

Material and methods
Animals and housing

The experiments were approved by the French ministry of research after evaluation by compe-
tent ethics committees in animal experimentation (authorizations #2015070815295160 and
#CERVO-2016-6-V, from Rennes (trial A) and Nantes (trial B) committees respectively).

Trial A: Effects of management conditions at weaning and age on oxidative status. The
experiment was conducted in an INRA experimental unit (Saint Gilles, France). Pietrain x
(Large White x Landrace) piglets (NUCLEUS lines, France, n = 66) of 12.3 +/- 0.5 days of age
(3.8 +/- 0.9 kg), originating from 12 randomly selected litters, were enrolled in this study. In
order to dissociate the effects of age from those of weaning on biological measures, six litters
were weaned at 21 (W21) and six others at 28 (W28) days of age. To investigate the influence
of management conditions at weaning, for each weaning age and each litter, littermates were
equally allocated to optimal or deteriorated post-weaning conditions (OC or DC). The deterio-
ration of weaning conditions was based on bad hygiene, abrupt feed transition, increased ani-
mal density, heat stress and sodal stress. In DC, on the day of weaning, 16 entire males and 16
females were exposed to a cold stress at 20°C for 4 hours before being moved to housing pens
that were not cleaned and disinfected neither after the preceding batch, nor until the end of
the experiment. Each pen hosted 8 piglets (0.20 m*/pig) coming from 6 different litters. One
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week later, 4 animals from each pen were moved to an empty pen and replaced by 4 non-
experimental animals. Feed change from starter to weaner feed was done abruptly at 32 days of
age. In optimal conditions (OC), 16 entire males and 18 females were moved from farrowing
rooms to a post-weaning room previously cleaned, disinfected and heated at 28°C. Each of the
9 pens contained 2-4 piglets (1.2 x 1.3 m, 0.40 m* / piglet) from only two litters. Transition of
OC piglets from starter to weaner feed was done progressively on 3 days (from 32 to 35 days of
age). At 61 days of age, all the piglets (21.8 +/- 5.1 kg) were transferred to common standard
growing facilities until slaughter.

No antibiotic treatments were used during the study. Two OC W21 piglets died the first
week after weaning probably from digestive disorders before any possible detection and
medication.

Trial B: Oxidative status around weaning in commercial farms. The experiment was
conducted from January to June 2015in 16 commercial farms. Farms reared pigs of the same
genetic as in Trial A (NUCLEUS lines) and weaned piglets at 28 days of age. In each farm, two
days before weaning, 9 sows from different parities, in accordance with the demographic pyra-
mid of the herd, were selected. Two apparently healthy and middle-weight entire males per lit-
ter were included in the study (288 piglets in total). Biological samplings and measurements
were performed on these selected piglets at 4 visits occurring two days before (d26), and 5,19
and 47 days after (d33, d47 and d75) the weaning day. Individual and collective medications
administered to piglets during the study were recorded by the farmers.

Measures on animals and biochemical analysis

In trial A, animals were weighed weekly from 12 to 61 days and then at 88, 119 and 147 days of
age. Faeces were observed daily from weaning to 61 days of age and qualified as normal or
diarrheic. In trial B, animals were weighed at 26, 33 and 47 days, and faeces were observed at
33 and 47 days of age and qualified as normal or diarrheic.

In trial A, blood was collected weekly from all piglets from 12 days of age until one week
after weaning, and then at 88, 119 and 147 days of age. From 1 week after weaning to 61 days
of age, blood samples were also collected weekly but only on half of the piglets alternatively
in order to limit the frequency of blood collection for each animal. Blood samples were col-
lected at jugular vein in 1 Venosafe tube (Terumo, Japan) of 5 mL containing heparin as
anticoagulant. In trial B, blood was collected in 10 mL heparinized tubes from the 288
selected piglets at 26, 33,47 and 75 days of age. Blood was kept on ice until arrival to the lab-
oratory, where it was centrifuged at 3000g for 15 minutes at 4°C and plasma was stored at
-20"C until analyses.

HPO and BAP of heparin plasma were assayed by analytical methods using commercial
kits (AROM and BAP tests, Diacron, Grosseto, Italy) on an automated analyser (Konelab 20,
Thermo Electron Corporation). The dROM test measures the concentration of HPO gener-
ated by the peroxidation of lipids, proteins or nucleic acids [12]. Briefly, a 2 uL of heparin
plasma sample was added to 100 pL of acidic buffer and 1L of chromogen. Absorbance was
read every 98 seconds for 980 seconds at 505 nm. Standard curve with 8 points and internal
control sample were used (intra and inter-assay coefficients of variation (CV) of 6and 8%
respectively). The results of the test are expressed in CARRU (Carratelli Unit, | CARRU = 0.08
mg H,0,/100mL of sample).

BAP results from the combined effects of many antioxidants such as uric acid, ascorbic
acid, proteins, alpha-tocopherol or bilirubin [13]. Briefly, a 5 uL heparin plasma sample was
added to a 210 pL solution of ferric chloride and thiocyanate derivate. Absorbance was read at
505 nm. Standard curve with 8 points and internal control sample were used (Intra and inter-

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/joumal.pone.0178487 May 24,2017 3/14

131



D PLOS | one

RESULTATS

Oxidative status of weaned pig

assay CV of 2 and 6%, respectively). The results are expressed in pmol/L of equivalent vitamin
C used as an iron-reducing reference agent.

An Oxidative Stress Index (OSI) was calculated as the ratio of HPO to BAP (CARRU/pmol/
Lof Vit C) as described by Sharma et al. [14].

Vitamin E (alpha-tocopherol) and vitamin A (retinol) concentrations were assayed on hep-
arin plasma samples by liquid chromatography (HPLC) on a dedicated column (Chromsys-
tems, Germany).

Statistical methods

Analysis of variance were done using the lmer function from Imed4 package [15] of R software
[16]. The effect of age (from 12 to 147 days of age in trial A, at 26, 33, 47 or 75 days of age in
trial B) on growth and blood variables was analyzed in models including age as main effect,
and piglet (Trial A) or piglet nested in the farm (Trial B) as random effect. Intrial A, to investi-
gate the variations of average daily gain (ADG), weight and blood variables around weaning,
only data collected from 9 days before to 19 days after weaning were used and the models
included time to weaning (from -9 to +19 days), management conditions (OC vs DC), age at
weaning (W21 vs W28) and their interactions as main effects, and piglet as random effect. The
number of days with diarrhea for each piglet during the 19 days following weaning was ana-
lyzed with management conditions and weaning age as main effects. The influence of manage-
ment conditions and weaning age on the occurrence of diarrheic pigs (pigs expressing
diarrhea at least once during the 19 days following weaning vs never) were analyzed using
Khi2 test (chisq.test function).

Every piglet was then dassified according to its expression of diarrhea (i.e. having exhibited
diarrhea at least once or never during the 19 days following weaning for trial A, and at 33 or 47
days of age for trial B). For trial B only, piglets were also classified in two classes according to
their ADG between 26 and 47 days of age and concentration of vitamin E at 26 days of age
(lower or greater value than the median). Models including the class of diarrhea, growth or
vitamin E, age (relatively to weaning in trial A or absolute age in trial B), and the correspond-
ing interaction as main effects, and piglet as random effect were tested. For all analyses, whena
significant effect (P < 0.05) was revealed by the analysis of variance, Tukey comparisons of
adjusted means were performed using cld function from Ismeans package [17].

Results

Time-course of pro- and antioxidant blood variables between 12 and 147
days of age (trial A)
For this analysis, data from OC, DC, W21 and W28 piglets were pooled and analyzed for the
age effect only. Plasma HPO increased transiently at 33 compared to 12 days of age
(P < 0.001), dropped back to initial levels at 47 days of age, and then continuously increased
until 147 days of age (P < 0.001, Fig 1A). Blood Antioxidant potential (BAP) decreased at 47
compared to 12 days of age (P < 0.01), came back to initial levels on day 54 and then remained
stable until 147 days of age. Consequently, OSI followed HPO kinetic from 0.23 (£ 0.008) at 12
days to 0.30 (= 0.008) CARRU.pmol 'L of equivalent vitamin C at 33 days and increased until
0.40 (+ 0.008) CARRU.umol ' L of eq vit C at 147 days of age.

Plasma concentration of vitamin E decreased from 19 to 40 days of age (respectively 8.26 vs
1.78 pmol/L, P < 0.001, Fig 1B) and then stayed stable until 147 days of age (3.12 pmol/L,
P > 0.1, Fig 1 B). Plasmatic vitamin A was stable between 12 and 147 days of age with however
some variations and a transient decrease at 33 days of age (0.43 pmol/L) relatively to
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Fig 1. Plasma of hydrop: (HPO), blood antioxidant capacity (BAP) (Fig 1A) and of vitamin E and A (Fig 1B)

in pigs from 12to 147 days of age (trial A). Half of the pigs were weaned at 21 days and half at 28 days of age. Least square means and
standard error of mean (SEM) are shown. N = 64-66, excepted at 33 (n = 48) and between 40 and 61 days (n = 32). For each assay, means
with different superscripts differ (P<0.05).

hitps:/doi.org/10.1371/joumal.pone.017 8487 9001

concentration at 12 days (P < 0.001) followed by an increase at 54 days of age (0.65 pmol/L,
P < 0.001, Fig 1B).

Influence of weaning age and management conditions on growth,
diarrhea and on pro- and antioxidant blood variables (trial A)

Only data collected around weaning were included in this analysis. The statistical model
included the effects of weaning condition (OC vs DC), age at weaning (W21 vs W28), and the
time relatively to the day of weaning (from 9 days before to 19 days after). ADG was severely
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reduced after weaning, whatever age at weaning and management conditions compared to
ADG during the lactation period (P < 0.001, Table 1). Between 5and 11 days after weaning,
ADG was lower for DC compared to OC piglets (P < 0.05), whereas it was similar for W21
and W28 piglets (P > 0.1, S1 Table).

From 0 to 19 days after weaning, 55% of piglets exhibited at least one day of diarrhea (52
Table). The duration of diarrhea varied between 1 and 6 days. The percentage of piglets which
exhibited at least one day with diarrhea was not different between OC and DC (44% and 66%
respectively, P > 0.1) and between W21 and W28 (66% and 44% respectively, P > 0.1). How-
ever, between 5 and 11 days after weaning, DC were more affected than OC piglets (60% vs
26% respectively, P < 0.05) and W21 more affected than W28 piglets (56% vs 30%, P < 0.05).
Moreover, over the 0-19d period after ing, DC piglets exhibited significantly more days
with diarrhea compared to OC piglets (1.56 days +/- 1.64 vs 0.59 +/- 0.74, P < 0.01),and W21
piglets exhibited significantly more days with diarrhea compared to W28 piglets (1.44 days +/-
1.52 vs 0.70 +/- 1.06, P < 0.05).

Whatever weaning age, HPO increased and BAP decreased between -2 (d-2) and 12 days
(d12) relatively to weaning in DC (P < 0.001and P < 0.01 respectively) but not OC piglets
(P > 0.1, Table 1). Consequently, the OSI of DC piglets increased between d-2 and d12
(P < 0.01) resulting in a greater OSI than OC piglets on d12 (P < 0.05, Table 1). Whatever the

ing age and manag t conditions, plasma concentration of vitamin E dropped on d5
relatively to d-2 (P < 0.001), and then decreased until d19 (P < 0.001). Concentration of vita-
min A decreased ond 5 (P < 0.001) and 12 (P < 0.001) compared to d-2, and was back to ini-
tial value on d19 (P > 0.1). BAP was greater at d5 for W21 compared to W28 (P < 0.05, 2595
vs 2422 pmol/L, S1 Table). HPO, OS], vitamin E, and vitamin A concentrations were not
affected by weaning age (P > 0.1, S1 Table).

Piglets which exhibited at least one day of diarrhea between 0 and 19 days after weaning
had higher OSI on d12 compared to piglet which did not exhibit any diarrhea (P < 0.01,
Table 2). BAP and HPO were not affected by the expression of diarrhea (P > 0.05). Vitamin A
concentration was lower (P < 0.05) and vitamin E concentration tended to be greater
(P < 0.1) in diarrheic pigs whatever the time relatively to weaning (Table 2).

Growth, diarrhea expression and pro- and antioxidant blood variables
around weaning in commercial farms (trial B)

ADG was on average 190 g/day (from 111 to 281 g/day) during the first week around weaning
(d26 to d33), 402 g/day (215 to 558 g/day) from d33 to d47 and 316 g/day (208 to 445 g/day)
from d26 to d47. Because of the lack of attendance of farmers in recording sanitary events,
diarrhea events could not be properly analyzed in this trial. During the farm visits at respec-
tively 33 and 47 days of age, out of 288 piglets observed by experimenters, 21 and 27 piglets
exhibited diarrhea. Piglets that exhibited diarrhea at 5 or 19 days after weaning (i.e. at 33 and
47 days of age) tended to display lower ADG compared to those which did not (respectively
177 vs 192 g/day at 33 days of age and 367 vs 407 g/day at 47 days of age, P = 0.09).

Fig 2 illustrates the variability of HPO values according to piglet age in the 16 commercial
farms enrolled in trial B. On average, HPO concentration increased from 528 to 754 CARRU
between 26 and 33 days (P < 0.001) and reached maximal concentration at 75 days of age (927
CARRU, P < 0.001). Between 26 and 33 days of age, HPO concentrations increased (P < 0.05)
in 14 farms and remained stable (P > 0.1) in 2 farms. Between 33 and 47 days of age, they
remained stable (P > 0.1) in 12 farms, decreased in 1 farm (P<0.05) and increased (P < 0.05)
in 3 farms. Between 47 and 75 days of age, they increased (P<0.05) in 8 farms and remained
stable (P > 0.1) in 8 farms.
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Table 1. Blood oxidative status variables and growth from 9 days before to 19 days after gto conditions
(OC, n = 34) or deteriorated (DC, n = 32), trial A).
Time to weaning (days) | | p-values'
| d9 | d2 | d5 | d12 | d1i9 |SEM| T C | W | C'T WT
HPO (CARRU) oc 621° | 610" | 679" | 6637 592° | 37 |<0.001 0.337 | 0.340 0054 0030
, |pc| 620" | e | ese” | 783" | ess™ | | ||
BAP (umol/L eq Vit C) OC |~ 2547% | 2546°° | 2543°° | 2482™° | 2488°"° | 46 | <0.001 0.192 | 0.006 0.012 0021
DC  2546° | 2569° | 2473°° | 2311° | 2374® | | | |
OSI(CARRU.ymol'.LeqVitC) OC  025° | 024 | 027° | 028° | 024" 002 <0001 0.160 0947 0002 0056
DC 024 | 025 | 027" | 035" | 028" | | | |
Vitamin E (umol/L) oc 748° | 824 | 412° | 194 | 193 | 060 <0001 |0.1230.188 0012 0.104
IDC| 920® | 947 | 3852 | 201™ | 161 | | | | | |
Vitamin A (umol/L) oc 055 | 059 | 048 052 | 057 |0,03]<0.001 0.006 0391|0305 0.761
DC 053 | 058 | 04 | 038 | 052 |
[ | | Bithtod-10 | d-8tod-3 |d-2t0d4 | dStodit |di2todt8] | | | | |
ADG (g/day) ocC 228" | 283 | 215 204% | 348° | 17 |<0.001 0.007  0.269 | 0.001 <0.001
DC 236" 2767 | 175° 104* 276°* |
! p-value of the effects of time to ing (T), ition (C), ingage (W) and their int ik (C*Tand W*T) are presented.
24 For each variable, means with different supe rscripts differ (P<0.05).
HPO: ides, BAP: blood antioxi ial, 0S|, Oxidative Stress Index (OS|= HPO/BAP), ADG: average daily gain

https//doiorg/10.1371/joumal.pone 0178487.t001

BAP increased transiently from 2255 to 2493 pmol/L of eq vit C between 26 and 47 days of
age (P < 0.001) and then decreased to 2361 pmol/L of eq vit C at 75 days of age (P < 0.001,
Table 3). OSI increased between 26 and 33 days of age (from 0.23 to 0.3¢ CARRU/ pmol/L of
eqvit C, P < 0.001), decreased at 47 days of age and then increased at 75 days of age (0.30 and
0.39 CARRU/ pmol/L of eq vit C, P < 0.001). Concentrations in vitamin E (7.84 to 3.59 pmol/

Table 2. Blood oxidative status variables and growth in piglets exhibiting diarrheas (n = 36) or not (n = 30) between 0 and 19 days after weaning
(trial A).

Time to weaning (days) | p-values'
! I a9 L ¢2 | d5 @ di2 = di19 SEM, T D  T'D
HPO (CARRU) | NoDiarrhea | 645" 629" | 656™ 642% 627 37 | <0001 0707 0.011
| Diarrhea | 601° 616" | 682% 786° 629° |
BAP (umol/L eq Vit C) | NoDiamhea | 2568 | 2561 | 2538 2441 2390 50 | <0001 0452 0285
| Diarrhea 2528 2552 | 2479 2356 2466 [
OSI(CARRUumol'.LeqVitC) | NoDiamhea | 025 025 | 026 026 027 002 | <0.001 0440 <0.001
| Darhea | 024 | 024 | 028° 035 026 [ | |
Vitamin E (umol/L) | NoDiarrhea | 725 852 | 366 2.03 1.64 0.63 | <0.001 0058 0.140
| Darhea | 912 | 914 | 396 184 182 [ | [
Vitamin A (umol/L) | NoDiarhea | 057 059 | 047 049 0.55 0.03 | <0.001 0.040 0915
Diarrhea 0.52 0.54 0.42 0.42 0.54
: | | Bithtod-10 d-9tod-3 d-2tod4 d5todil di2tod18 | |
ADG (g/day) | No Diarhea | 246 295 | 218 192 325 19 | <0.001  0.022 0.643
Diarrhea 221 267 179 125 301

! P-value of the effects of time to weaning (T), Diarrhea (D) and their interactions (T* D) are presented.
9 For each variable, means with different superscripts differ (P<0.05)
HPO: { BAP: blood antioxi potential, OSI, Oxidative Stress Index (OS|= HPO/BAP), ADG: average daily gain

https/doi.org/10.1371/joumal.pone 0 178467.1002
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L)and A (0.52to 0.45 pmol/L) decreased between 26 and 33 days of age (P < 0.001, Table 3).
‘Whatever the age, piglets displaying low ADG between 26 and 47 days of age ([-109; 317] g/
day) had lower BAP compared to piglets with high ADG ([318; 709] g/day, P < 0.001,

Table 3). Low ADG piglets had greater HPO concentration at 33 days of age (P < 0.01) and
OSI at 33 (P < 0.001) and 47 days of age (P < 0.01). Vitamin A concentrations were similar
between the two groups of piglets at 26 days of age, but they were decreased at 33 days of age
in low ADG piglets (P < 0.001). Interestingly, low ADG piglets had lower pre-weaning con-
centrations in vitamin E (P < 0.05). Consequently, we then compared piglets with low and
high concentration of vitamin Eat 26 days of age. Piglets with the highest concentration
([7.80; 21.1] pmol/L) weighed 8.27 + 0.48 kg at 26 days of age, which was not different from
the weight of piglets with the lowest vitamin E concentration ([0.17; 7.79] pmol/L,

8.18 = 0.48kg, P > 0.1). However, high vitamin E pigs had a better growth between 33 and 47
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Td:los Blood oxidative status variables and growth in piglets from th farms g lower (“low ADG", -109to 317 g/day,
= 142) or greater (“high ADG", 318 to 709 g/day, n = 140) ADG than the median between 26and 47 dayso!age(mal B).
| ) Age (Days) p-value
_ Growth | 26 | 33 | 41 75 SEM A G | AG
HPO (CARRU) low ADG | 528" 792° | 763" 910° 15 <0.001 0123 | <0.001
i | mgnave | set | me | 72w | east | | | |
BAP (umol/L eq Vit C) lowADG | 2237 | 2262 | 2440 2338 | 21 <0.001 <0001 | 0.218
high ADG | 2270 | 2326 | 2547 2383 |
0S| (CARRU.umol™ L eq Vit C) lowADG | 024 | 036% | 032 | 039° 001 <0001 | 0001 | <0.001
highADG | 028 | 031° | 028° | 040°
Vitamin E (umol/L) bowADG | 7.47° | 327° 021 | <0001 | <0001 | 0.055
| highADG | 855" | 390° | . | | |
Vitamin A (umol/L) lowADG | 051° | 040° | [ 0.01 <0.001 <0.001 0.001

highADG | 05%° | 051° |
261033 | 33107

ADG(g/day)  lwADG | | 200 | ase? |10 <0001 | <0001 | <0.001
high ADG | |17 a5

! p-value of the effects of Age (A), Growth (G) and theiri i (A*G)are

¢ For each variable, means with different superscripts differ (P<0.05)

HPO: { BAP: blood antioxi ial, OSI, Oxidative Stress Index (OS|= HPO/BAP), ADG: average daily gain

https//doiorg/10.1371/joumal.pone 0178467.1003

days of age (420 vs 382 g/day, P < 0.001) resulting in a higher weight at 47 days of age (15.5vs
14.6 kg, P < 0.001).

Discussion

To our knowledge, this is the first study exploring oxidative status in young mammals from
neonatal period to puberty. Indeed, on mammals, the evolution of oxidative products has been
mainly explored just after birth or at senescence [1,18]. At birth, neonate moves from uterus to
an external environment richer in oxygen leading to oxidative burst [18]. With senescence,
oxidative damages caused to macromolecules (lipids, DNA and proteins) increase compared
to mature adults, which leads to the loss of cellular functions [1]. This phenomenon has been
shown in old adults for several species (human: [19], rabbit: [20], hare: [21], sheep: [22]).
Results of trial A show that the concentration of oxidative products increases continuously
with age in young pigs. This inarease occurred while the plasma antioxidant potential as well
as vitamin A concentrations remained stable. Similarly, with the exception of the initial drop
due to weaning, vitamin E remained stable until puberty. Blood is the place where oxidative
products from diverse origins accumulate. The increase in hydroperoxides with age in young
developing animals might reflect a high rate of reactive oxygen species production resulting
from the high cellular activity for tissue accretion. The possible pro-oxidant effect of growth is
supported by the observation that fast growing lines of pigs have deteriorated redox status
compared to slow growing lines [23,24].

At weaning, in trial A, plasma concentration of HPO increased strongly whereas antioxi-
dant capacity decreased resulting in an increase in OSI, at least for piglets weaned in deterio-
rated conditions. The phenomenon of oxidative stress after g has been sub ally
described in piglets weaned between 21 and 28 days of age [7-10,2: v] However, those stud.les
did not demonstrate that the observed oxidative stress was due to weaning and not to natural
ageing. In the present study, DC piglets weaned at 21 and 28 days of age displayed comparable
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patterns of variations in HPO, BAP, OSI and vitamins A and E the days following weaning,
confirming that the observed effects are effectively linked to weaning and not to a physiological
process evolving only with age. However, the comparison of optimal and deteriorated weaning
conditions showed that the occurrence of oxidative stress depends on the management and
environment at weaning. High animal density, animal mixing, lack of cleaning and disinfec-
tion of the room as well as thermic stress are known to be risks factors of health problems and
deteriorated growth [11]. In the experimental model developed in trial A, deteriorated condi-
tions included several of these factors. On field conditions, in trial B, the range of HPO
increase and the delay before recovery to pre-weaning concentrations seemed to be greater
than in experimental facilities in most of the farms. Indeed, HPO concentrations were still
higher than pre-weaning level 19 days after weaning in 14 farms out of 16. This might be due
to more challenging rearing and weaning conditions in commerdal farms than in our experi-
mental facilities. Trial A results show that animals optimally managed at weaning can contain
their oxidative stress.

In non-optimal weaning conditions, different causes can cumulate to generate oxidative
stress. At weaning, separation from the mother and adaptation to a new physical and sodal
environment generate a stress response, with an increase of plasma cortisol concentration, an
hormone secreted by the hypothalamic-pituitary-adrenal axis [26]. Studies on growing chicken
showed that glucocorticoids, added in the feed [27] or induced by thermic stress [28],
increased the production of oxidative products. Thus, the neuroendocrine stress response to
weaning could contribute to oxidative stress at that period.

Weaning also induces a ic and local infl ion, as shown for example by the
increase in plasma concentration of a pro-inflammatory cytokine, interleukin-1, one to two
days after weaning [29] or in the haptoglobin acute phase protein 5 days after weaning [25]. At
the gut level, local inflammatory responses are observed directly after weaning [30], leading in
extreme cases to the exhibition of diarrhea [31]. Since inflammation is known to increase oxi-
dative stress on farm animals [3,32,33], we can hypothesize that oxidative stress at weaning is
also partly induced by inflammation.

In trial A, DC conditions were used to increase the stress of the animals (social stress) and
challenge their immune system (cold stress, poor hygiene). The social stress of the animals was
not measured, but the greater number of DC piglets with diarrheas for a longer period of time,
compared to OC pigs suggests that the model was effective in decreasing piglet health at wean-
ing. Their poorer health was also attested by their more severe degradation of ADG after wean-
ing compared to OC pigs. Thus the DC model efficiently contributed to health degradation
undergone by piglets at weaning and this was associated to more oxidative stress as indicated
by a greater OSI 12 days after weaning. Exhibition of diarrhea in trial B was not associated
with the evolution of ADG and oxidative parameters, maybe because the majority of diarrhea

events were probably missed due to the deficient recording of individual sanitary events in this
field study. Nevertheless, data from trial B, also suggest a link between oxidative status and
health at weaning. Indeed, piglets with the lowest ADG had significantly more oxidative prod-
ucts, greater OSI and lower vitamin A concentration after weaning compared to piglets with
the highest growth.

Usually, the increase in free radical production by the organism consumes neutralizing
antioxidant molecules, and enhances the production of antioxidant enzymes and molecules
[1,2]. In trial A, blood antioxidant capacity was transiently decreased 12 days after weaning,
which probably reflects the use of antioxidant reserves shown, in our study, by the decrease in
vitamin E and to a less extent in vitamin A plasma concentrations. The dramatic drop of vita-
min Eafter weaning was reported in several other studies and the absolute values as well as the
amplitude of the decrease observed in both trials are in accordance with the literature [34-37].

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/joumal.pone.0178487 May 24,2017 10/14

138



@Pl_os | ONE

RESULTATS

Oxidative status of weaned pig

The piglet, like other mammals, is unable to synthetize vitamin E which has to be provided by
the diet [38]. Lipid soluble vitamins E and A are absorbed by the intestine partly thanks to the
action of lipases [39] and bile adds [40], whose activity is reduced after weaning [41], thus
reducing vitamin A and E absorption. Furthermore, concentration of total lipids in the diet
influences the absorption of vitamin E by the intestine [35,39]. Milk contains more fat content
than starter feed [42] and thus vitamin E absorption is presumed to be higher before weaning.
Consequently, the high consumption of vitamin E for pro-oxidant molecule neutralization as
well as the reduction of vitamin E supply to the organism could explain the drop of vitamin E
after weaning. Interestingly, piglets that displayed the lowest ADG between 26 and 47 days of
age, had lower plasma concentration of vitamin E but the same weight just before weaning, as
well as greater HPO concentrations 5 days after weaning. This reinforces the hypothesis of a
major role of vitamin E stores before weaning.

Absolute values observed for concentration in HPO before weaning (532 CARRU at 26
days of age in average for trial A and B together) are greater than values observed on piglets
before weaning in other studies: 495 CARRU at 20 days old [9], 366 CARRU at 23 days of age
[9], 400 CARRU at 24 days of age [8] or 350 CARRU at 28 days of age [7]. Currently, no refer-
ence values of concentrations of HPO on piglets before weaning are available. The lack of ref-
erences for oxidative status, and particularly HPO as health indicator and to qualify situation
of oxidative stress, has been already underlined for ruminants [43]. Our data showed that vari-
ability within and between farms is quite important. Consequently, the relative increase
between pre and post-weaning values could be a better indicator for the between farm
comparison.

Conclusions

Oxidative status of pig continuously evolves from neonatal period to puberty because of the
increase in plasma concentration of HPO and the stabilization of antioxidant capacity (BAP).
Weaning induces a transient oxidative stress associated with diarrhea and that could be limited
by optimal management conditions. OSI followed ADG and diarrhea expression, and thus
could be suggested as a good indicator of piglet health at weaning. The plasma concentration
of vitamin E before weaning is assodated with growth. The causal relationship between oxida-
tive stress, vitamin E stores, and health after weaning needs to be explored in order to find
ways to contain oxidative stress and maintain health after ing.

Supporting information

S1 File. Raw dataset of trial A and trial B.

(XLSX)

S1 Table. Blood oxidative status variables and growth from 9 days before to 19 days after
weaning according to age at weaning (21 days of age (W21, n = 32) or 28 days of age (W28,
n = 34), trial A).

(DOCX)

$2 Table. Expression of diarrhea according to the treatment groups of piglets (trial A): pig-
lets weaned at 21 (W21, n = 32) or 28 days of age (W28, n = 34) and housed in optimal
(OC, n = 34) or deteriorated conditions (DC, n = 32).

(DOCX)

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/joumal.pone.0178487 May 24,2017 1/14

139



RESULTATS

@.Pl.os | ONE Oxidative status of weaned pig

Acknowledgments

Authors gratefully thank A. Lacoste, B. Lieubeau, ]. Herve, G. Mignot P. Mormede, N. Sialelli
and E. Terenina for their scientific contributions to the project, N. Le Floc'h for its critical
advices on the manuscript and JY. Audiard, D. Boutin, B. Carrissant, R. Comte, S. Daré, J.
Delamarre, H. Demay, B. Duteil, F. Guérin, P. Knapen, A. Lecorgne, M. Lefebvre, G. Martin,
N. Méziére, H. Renoult, P. Roger, Y. Surel, F. Thomas and P. Touanel for their technical assis-
tance in lab and animal care and all pig producers who participated to this experiment. This
experiment was supported by a grant from the Integrated Management of Animal Health
metaprogram of INRA for the “GISA-SEVROBUST” project (www.gisa.inra.fr/en).and Coop-
erl Arc Atlantique. Cooperl Arc Atlantique provided support in the form of salaries for authors
[AB], but did not have any additional role in the study design, data collection and analysis,
decision to publish, or preparation of the manuscript.

Author Contributions
Conceptualization: AB CB MLM EM.
Data curation: AB CB MLM EM.

Formal analysis: AB CB MLM EM.
Funding acquisition: AB CB MLM EM.
Investigation: AB CB MLM EM.
Methodology: AB CB MLM EM.

Project administration: AB CB MLM EM.
Resources: AB CB MLM EM.

Supervision: AB CB MLM EM.
Validation: AB CB MLM EM.
Visualization: AB CB MLM EM.

Writing - original draft: AB CB MLM EM.
Writing - review & editing: AB CB MLM EM.

References
1. Haliiwell B, Gutteridge JM. Free radicals in biology and icine. Oxford Uni ity Press, USA; 2015.
2. Kohsn R, Nyska A. Oxidation of Biological Systems: Oxidative Stress Phenomena, Anmxndants Redox
and Methods for Their Q ificafion. Toxicol Pathol. 2002; 30: 620~650. https://doi.org/10.
1080/01926230290166724 PMID: 12512863
3 L J, 0. Oxidants and antioxi in disease: Oxidative stress infarm animals. Vet

J. 2007; 173: 502-51 1. hitps://doi.org/10. 1016/].tvjl. 2006.06.005 PMID: 16914330
4. Funderburke DW, Seerley RW. The effects of postweaning stressors on pig weight change, blood, liver
o

tract istics. J Anim Sci. 1990; 68: 155-162. PMID: 2303393
5. Pluske JR, Le Dividich J, Verstegen MWA. Weaning the pig: and Wag
gen: W i Academic Publi 12003,
6. Weary DM, Jasper J, Hétzel MJ. U i ing distress. Early Weaning. 2008; 110: 24-41.

hitps://doi.org/10.1016/].applanim.2007.03.025

7. CorinoC, RossiR, Musella M, CannataS Pastorelii G. Growth performance and oxidative status in pig-
lets with and teupolioside. Ital J Anim Sci. 2007; 6: 292-294.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/joumal.pone.0178487 May 24,2017 12/14

140



@-PLOS | o

RESULTATS

Oxidative status of weaned pig

21,

24.

Pastorelli G, RossiR, Corino C. fLi ith pe anti-
oxidant status, and serum immunoglobulins content in piglets. CzechJAnmSa 2012 57: 312-322.

SauerweanH SchmﬂzS HISSS Effectsofad;etaryapplmhono!ayeastcenwalextracton innate
and stat dg and onthe ileal
epithelium in fattened pigs. JAmmPhysnolAmmNutr 2007 91: 369—380 https://doi.org/10.1111/].
1439-0396.2006.00663.x PMID: 17845244

Zhu LH, Zhao KL, Chen XL, Xu JX. Impact of weaning and an antioxidant blend on intestinal barrier
function and antioxidant status in pigs. J Anim Sci. 2012; 90: 2581-2589. https:/doi.org/10.2527/jas.
2012-4444 PMID: 22896732

Madec F, Bridoux N, Bounaix S, Jestin A. of digestive di inthe piglet at weaning
and related riskfactors. Prev Vet Med. 1998; 35: 53-72. https://doi.org/10.1016/S0167-5877(97)
00057-3 PMID: 9638780

Alberti A, Bolognini L, Macciantelii D, Caratelli M. The radical cation of N,N-diethyl-para-phenylendia-
mine: A possible indicator of oxidative stress in biological samples. Res Chem Intermed. 1999; 26: 253~
267. hitps://doi.org/10.1163/156856 700X00769

Benzie IFF, StrainJJ. The Ferric Reducing Ability of Plasma (FRAP) as a Measure of “Antioxidant
Power™ The FRAP Assay. Anal Biochem. 1996; 239: 70-76. https://doi.org/10.1006/abio.1996.0292
PMID: 8660627

Sharma RK, Pasqualotto FF, Nelson DR, Thomas AJ, Agarwal A. The reactive oxygen species—total
antioxidant capacity score is a new measure of oxidative stressto predict male infertility. Hum Reprod.
1999; 14: 2801-2807 . https://doi.org/10. 1093/humrep/14.11.280 1 PMID: 10548626

Bates D, Machler M, Bolker B, Walker S. meg linear mixed-effects models using Ime4. 2014;

RCoreTeam. R:AL and for ing. Vienna, Austria: R Founda-
tion for Statistical Computing; 2015.

Lenth R. lsmeans: Least-Squares Means. 2015.

Mutinati M, Pantaleo M, Roncetti M, Piccinno M, Rizzo A, Sciorsci R. Oxidative stress in neonatology. A
review. Reprod Domest Anim. 2014; 49: 7-16. https://doi.org/10.1111/rda. 12230 PMID: 24112308
Finkel T, Holbrook NJ. Oxidants, oxidative stress and the biology of ageing Nature. 2000; 408: 239~
247. hitps://doi.org/10.1038/350416 87 PMID: 11089981

Oriani G, Corino C, P iG, F L, Ritieni A, Sal i G. Oxidative status of plasma and mus-
cle in rabbits supplemented with dietary vitamin E. J Nutr Biochem. 2001; 12: 138~143. https://doi.org/
10.1016/S0955-2863(00)00132-7 PMID: 11257462

PalazzoM, VizzarriF, CnoneM ComoC C imaD. A of a natural dietary extract,
titrated in and plasma oxidative statusinintensively
reared Italian hares (Lepus corsmnus) Anlmal 2011; 5: 844-850. hitps://doi.org/10. 1017/

S$1751731 110002569 PMID: 22440023

Casamassima D, Palazzo M, Dalesandm A, ColellaG Vizzarii F, Corino C. The eﬂectso! lemon ver-
bena (Lippia citriodora) verb plasma status, and
some blood metabolites in suckling lambs. JAmm Feed Sa 2013; 22: 204—212

Brambilla G, Civitareale C, Ballerini A, FioriM, Amadori M, ArchettiLl, et al. Response to oxidative
stress as a welfare parameter in swine. Redox Rep. 2002; 7: 159-163. hitps://doi.org/10.1179/
135100002125000406 PMID: 12189046

Meriot E, Vincent A, Thomas F, Meunier-Salain M-C, DamonM RobertF eta) Health and immune
traits of Basque and Large White pigs housed in or . Animal. 2012;
6: 1290~-1299. https://doi.org/10.1017/S1751731112000080 PMID: 23217232

SauewmnH Schmitz S, Hiss S. mmapimseproten inand its relation to oxidative status
ts 1 . Redox Rep. 2005; 10: 295-302. hitps://doi.org/10.1179/
135100005)(&3725 PMID 16438801

ColsonV, Martin E, Orgeur P, Prunier A. Influence of housing and social changes on growth, behaviour
and cortisolin piglets at weaning. Tufts Univ Spec Sect. 2012; 107: 59-64. https://doi.org/10.1016/.
physbeh.2012.06.001 PMID: 22691708

Lin H, Decuypere E, Buyse J. Oxidative stress i inbroiler chick-
ens (Gallus gallus icus): 1. Chronic exposi Comp Biochem Physiol B Biochem Mol Biol.
2004; 139: 737-744. https //doi. org/10.1016/j.cbpc.2004.09.013 PMID: 15581806

Akbarian A, MlduelsJ Degroote J, quedde Golian A, De Smet S. Association between heat
stress and ive st in poultry; y ion and dietary interventions with phyto-

J Anim Sci Bi 2016, 7:1-14.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/joumal.pone.0178487 May 24,2017 13/14

141



RESULTATS

@PLOS | ONE Oxidative status of weanedpig

29. McCracken BA, Gaskins HR, Ruwe-Kaiser PJ, Klasing KC, Jewell DE. Diet-Dependent and Diet-Inde-
t Metabolic Responses Underlie Growth Stasis of Pigs at Weaning. J Nutr. 1995; 125: 2838~
2845. PMID: 7472664

30. McCracken BA, ME, Roos MA, FA, Gaskins HR. Weaning Anorexia May Con-
tribute to Local Inflammation in the Piglet Small Intestine. J Nutr. 1999; 129: 613-619. PMID: 10082764
31. FaammherJM NadeauE, Gyles(l Escherichia coli i ing diarhea in pigs: an update on

tegies AmmHealthRes Rev.2005; 6: 17-39. hitps.//
doi. Orq'IO 1079 AHR2005105PMID 16164007

32. LauritzenB, LykkasfeidtJ FmsC Evaluation ofasnglsdossversusadvndeddosemgmen of amoxy-
cilinin in pigs. Res Vet Sci. 2005, 79: 61-67.
https://doi.org/10. 101&] VSC.. 2004 09.011 PMID: 15894026

Royer E, Barbe F, Rousseliére Y, Chevaux E, Guillou D. Développement d'un modéle d'étude du stress
oxydant chez le porcelet sevré. Joum Rech Porc. 2016; 48: 341-346.

34. Laurid: , Jensen SK. k ion of all heryl and
vitamin C lwoam‘gonu-tocophero! andimmune responses of piglets. J Anim Sci. 2005; 83: 1274~
1286. PMID: 15890805

35. Moreiral, Mahan DC. Effectof dietary levels of vnamn E (all-rac- locopherylacetate) with or without
added faton ling pig per and ti p J Anim Sci. 2002;
80.

36. Sivertsen T, Vie E, Bernhoft A, Baustad B. Vitamin E and i l g9
pigs under field conditions in Norwegian pig herds. Acta Vet Scand. 2007; 49: 1-1. htps: v'dox .org/10.
1186/1751-0147-49-1 PMID: 17201915

37. Wilburn EE, Mahan DC, Hill DA, Shipp TE, YangH. An ion of natural (RRR. yl ace-
tate) and synthetic (all-rac-a-tocopheryl acetate) vitamin E fortification in the diet or drinking waterol
weanling pigs123. J Anim Sci. 2008; 86.

38. Traber MG. Vitamin E. In: Ross AC, Caballero B, Cousins RJ, Tucker KL, Ziegler TR, editors. Modern
Nutrition in Health and Disease. 11thed. Baltimore: Lippincott Williams & Wilkins; 2012.

39. KaydenHJ, Traber MG. and ion of plasma ions of
vitamin Einhumans. J Lipid Res. 1993; 34: 343-358. PMID: 8468520
40. Lauridsen C, Hedemann MS, Jensen SK. lysis of tocopheryland retinyl

ester hydrolase is affected by ﬂmrcarboxylata moiety and bile acids. J Nmr Biochem. 2001 12 219—
224, hitps://doi.org/10.1016/S0955-2863 (00)00156-X PMID: 11287217

41. JensenMS, Jensen SK, K. D¢ of inpigs wi hasi: lipo-
Iytic activity in the stomach and pancreas. J Anim Sci. 1997 75: 437~445. https://doi.org/10.2527/1997.
752437x PMID: 8051467
Bark LJ, Crenshaw TD, Leibbrandt VD. The Effect of Meal Intervals and Weaning on Feed Intake of
Early Weaned Pigs. J Anim Sci. 1986; 62: 1233-1239. PMID: 3722016

43. Celi P. Bi of ive st in ruminant ine. | icol. 2010;
33: 233-240. https://doi.org/1 0.3109/08923973.2010. 514917 PMID: 20849293

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/joumal.pone.0178487 May 24,2017 14/14

142



RESULTATS

3.2 Association entre marqueurs métaboliques et
immunitaires, croissance et santé du porcelet au

sevrage

Nous avons vu dans la revue bibliographique que le sevrage
modifiait profondément 1’anatomie du tube digestif, 1’absorption des
nutriments et le métabolisme. Par ailleurs, le sevrage conduit souvent
a une inflammation au niveau de la muqueuse intestinale qui peut
devenir systémique. En effet, il a été montré que la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires pouvait conduire a la mobilisation de
protéines et d’acides aminés dans le muscle. Certaines molécules
telles que 1’urée, la créatinine, les acides gras libres (AGL) ou le
glucose sont des indicateurs des mobilisations protéiques et
énergétiques qui ont souvent lieu au sevrage. Cependant, dans les
études ou ces variables physiologiques ont été étudiées, le faible
nombre de points autour du sevrage et le design expérimental ne
permettent pas de savoir si les altérations observées sont transitoires
ou non et si elles sont liées au sevrage ou au vieillissement des
porcelets. De plus, nous avons fait I’hypothése qu’une mobilisation
plus importante des réserves corporelles reflétait la robustesse du
porcelet au sevrage. Néanmoins, les relations entre marqueurs du
métabolisme, croissance et santé n’ont pas été spécifiquement étudiées

au sevrage.

143



RESULTATS

Les objectifs de cette partie sont 1) d’étudier les relations

entre métabolisme, immunité, croissance et santé autour du
sevrage et, 2) de valider que P’activation du systéme immunitaire
et Pampleur de la mobilisation des réserves corporelles sont liées a

la croissance et la santé du porcelet au sevrage.

Matériels et Méthodes

Dans 1’étude en installation expérimentale, des porcelets
(n=64) Piétrain x (Landrace x Large White), de la station
expérimentale INRA de Saint Gilles (35), ont été sevrés a 21 (W21)
ou 28 (W28) jours d’age dans des conditions optimales (CO) ou
détériorees (CD) (partie 2.3.2).

Résultats

La concentration en AGL a augmenté pour les porcelets W21
CO entre le sevrage et 5 jours apreés sevrage (P<0.05, Tableau 3 article
JAS). A partir du sevrage, la concentration plasmatique en glucose a
diminué (P<0.001) et la concentration en urée a augmenté pour les
porcelets W28 seulement (P<0.05, Tableau 3 article JAS). La
concentration plasmatique en creatinine a augmenté transitoirement 5
jours apres sevrage chez les W28 CD uniquement (P<0.05, Tableau 3
article JAS). Les concentrations plasmatiques en urée et en créatinine
étaient plus élevées 5 jours aprés sevrage pour les porcelets en CD
(P<0.05 et P<0.001, Tableau 3 article JAS). La créatinine et
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I’haptoglobine 5 jours aprés sevrage (P<0.05 et P<0.01) et I’'IFN-alpha

12 jours apres sevrage (P<0.05) étaient plus élevés, et le GMQ entre
d-2 et d4 et d5 et d11 (P<0.001, Figure 1 article JAS) était plus faible
pour les porcelets qui ont eu des diarrhées la semaine précédant le
prélevement. Les GMQ entre d-2 et d4 et entre d12 et d18 étaient

négativement corrélés avec I'urée et la créatinine a d5 et d19
(P<0.001, Tableau 4 article JAS).

1)

2)

3)

4)

Conclusion

Au sevrage, il ne semble pas y avoir d’augmentation de la
mobilisation lipidique mesurée par les AGL.

Le sevrage est associé a une mobilisation protéique musculaire
mesurée par la créatinine et 1’urée plasmatique.

Les diarrhées sont associées a une plus forte chute de la
croissance, a une plus forte inflammation et a une plus grande
mobilisation musculaire  (montrée par la créatinine
uniquement).

La croissance des porcelets apres sevrage est corrélée
négativement la concentration en urée et créatinine, marqueurs

de la mobilisation musculaire.
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Question de recherche n°1
Peut-on identifier des réponses physiologiques associées a la

robustesse du porcelet au sevrage ?

Le métabolisme du porcelet est fortement modifié au moment du
sevrage et il est associé a la croissance et la santé des porcelets au
sevrage. Par conséquent, la mobilisation des réserves d’acides
amines, et probablement celles constituées par le muscle, semble
étre un indicateur d’une moins bonne robustesse du porcelet
sevré. En effet, ’ampleur de cette mobilisation 5 jours apres
sevrage semble associée au GMQ entre 0 et 19 jours apres

sevrage.
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Metabolic and immune changes around weaning and

correlation with health and growth of piglets after weaning*
A. Buchet,* '+ C. Belloct, N. Le Floc’h,* E. Merlot*

" PEGASE, Agrocampus Ouest, INRA, Saint-Gilles, France,
35590,

" Cooperl Arc Atlantique, BP 60238, Lamballe, France, 22403,

+ BIOEPAR, INRA, ONIRIS, BP 40706, Nantes, France,
44307,

ABSTRACT
Weaning as practiced in conventional pig farms can lead to
alterations of metabolism caused by digestive adaptations and the
stimulation of immune system. The aims of this study were to describe
blood indicators of proteins and energy metabolism around weaning
and according to different weaning conditions, and to investigate the

association of protein and energy metabolisms and immune activation,

! Authors gratefully thank O. Bourry for its contribution on IFN-alpha assay, D. Boutin, B.
Carrissant, R. Comte, S. Daré, J. Delamarre, H. Demay, B. Duteil, F. Guérin, P. Knapen, A. Lecorgne, M.
Lefebvre, N. Méziere, H. Renoult, P. Roger, Y. Surel, F. Thomas and P. Touanel for their technical
assistance in lab and animal care. This experiment was supported by INRA and a grant from Cooperl Arc

Atlantique.
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in relation with health and growth of piglets. To dissociate age from
weaning responses and obtain variability in piglet health, a 2 x 2
factorial design was used, where piglets (n=66) were weaned at 21 or
28 d (W21 vs W28) in optimal or deteriorated management conditions
(OC vs DC). Growth, clinic, immune and metabolic blood variables
were measured from 9 d before to 19 d after weaning, and after
overnight fasting for blood samples collected after weaning. NEFA
plasma concentration increased on d5 for W21 OC piglets only (P <
0.05). From weaning, plasma glucose decreased in all groups (P <
0.001) and urea increased for W28 piglets only (P < 0.05). Creatinine
increased on d5 in W28 and DC W21 (P < 0.05). Urea and creatinine
were higher at d5 for DC piglets (P < 0.05 and 0.001). Creatinine and
haptoglobin at d5 (P < 0.05 and P < 0.01) and IFN-alpha at d12 (P <
0.05) were greater, and ADG between d-2 and d4 and d5 and d11 (P <
0.001) were lower for piglets which exhibited diarrhea the week
before the measure. Growth from d-2 to d4 and d12 to d18 was
negatively correlated with urea and creatinine at d5 and d19 (P <
0.001). Our results demonstrate that leukocyte numbers, blood
glucose, urea and creatinine changes are not simply related to age but
result from processes associated to weaning. Expression of diarrhea
was associated to lower growth with scarce modification of protein
metabolism. Deteriorated weaning conditions also generated lower
growth, more diarrhea, earlier immune activation and greater muscle
protein mobilization. Thus, even in pathogen-free conditions,
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improving health of piglets by a good hygiene and welfare at weaning
can have beneficial effects on protein metabolism and subsequently

support animal growth.

Key words: creatinine, diarrhea, growth, pig, urea,

weaning

INTRODUCTION

Early weaning as practiced in conventional pig farms is a
challenge requiring physiological and metabolic adaptations of piglet
that in turn affect growth rate. Weaning speeds up the maturation of
digestive tract (Lalles et al. 2004) and changes in the composition of
gut microbiota (Kim et Isaacson. 2015; Mach et al. 2015) which could
lead to a dysbiosis, probably responsible for the activation of the
mucosal immune system (Pié et al. 2004) and diarrhea (Lalles et al.
2007). Bad management practices around weaning amplify the risk of
digestive disorders and growth outcomes (Buchet et al. 2017).

The expression of inflammatory cytokines in gut mucosa (Pié
et al. 2004) and the increases of inflammatory protein concentration
(Sauerwein et al. 2007) in blood after weaning demonstrate the
activation of the immune system. Simultaneously, the literature
reports an increase within 2 d after weaning of blood non esterified
fatty acids (NEFA) (Whittemore et al. 1981) and urea (McCracken et
al. 1995), and a decrease within 1 d for glucose (Funderburke et
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Seerley. 1990). Those metabolites are easy and cheap to measure and
do not require the sacrifice of the animal. Since pro-inflammatory
cytokines change muscle and liver protein metabolism (Le Floc’h et
al. 2004) and stimulates energy catabolism (Johnson. 1997),
exploration of the relationship between health, metabolism, and
immune response at weaning could help to understand the role and the
extent of immune activation in metabolic changes and subsequent
growth reduction.

Thus study was designed to i) describe around weaning the
evolution of blood variables related to protein and energy metabolism
in different weaning conditions in order to get some references values
for further studies and ii) investigate around weaning the association
between protein and energy metabolism, immune activation with

clinical and growth expression.

MATERIAL AND METHODS

Animal and Housing

The experiment was conducted at INRA experimental facilities
in Saint Gilles, France and authorized by the Ministry of research
(authorization n°2015070815295160). Pietrain x (Large White X
Landrace) piglets (NUCLEUS lines, France, n=66) of 12.3 +/- 0.5 d of
age (3.8 +/- 0.9 kg) were enrolled in this study. They were originating
from 12 randomly selected litters. Six litters were weaned at 21 (W21)
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and six litters at 28 d of age (W28). Within the two weaning ages,
piglets were weaned in 1.2 x 1.3 m pens in 2 rooms heated at 28°C,
corresponding respectively to optimal conditions (OC) or deteriorated
conditions (DC). For OC, 16 entire males and 18 females were housed
by groups of 2 to 4 individuals in 9 pens in a room that was previously
cleaned and disinfected. For DC, 16 entire males and 16 females were
housed by group of 8 individuals in 4 pens in the second neighbouring
room that had not been cleaned or disinfected after the previous batch.
Furthermore, DC piglets underwent a thermic stress of 4 hours at 20°C
before entering the post-weaning room while OC piglets were
transferred directly. One week after weaning, to induce a social stress,
4 animals from each DC pen were moved to 4 empty pens and all pens
were completed to 8 pigs with non-experimental animals.

The same commercial feed was used for OC and DC piglets
(Table 1). Feed transition between starter and weaner diets occurred at
32 d of age. It was done progressively on 3 d for OC and abruptly in 1
d for DC pigs.

No antibiotic treatment was used during the study, except for
two W21 OC piglets expressing severe diarrhea that could not be

cured and died 5 and 6 days after weaning.

Measures and Samples Collection
Animals were weighed weekly from 12 to 61 d of age. Feces
were scored daily as normal or diarrheic.
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Blood was collected by jugular puncture on all piglets 9 and 2

d before and 5 d after weaning. In order to limit the frequency of

collection for each individual, blood was sampled on one half of the

animals on d12 and the other half on d19 after weaning. Blood

samples were collected in an uncontrolled nutritional state before

weaning and following an overnight fasting after weaning in 2

Venosafe tubes (Terumo, Japan) of 5 mL containing either heparin or

EDTA as anticoagulants. Blood was centrifuged at 3000g for 15
minutes at 4°C and plasma was stored at -20°C until analyses.

Assays Procedures

Urea, glucose and creatinine were analyzed on heparin plasma
samples and NEFA on EDTA samples using commercial kits (Thermo
Scientific, Courtaboeuf, France and Wako, Neuss, Germany) on an
automated analyzer (Konelab, Thermo Scientific). Inter-assay
coefficient of variation was 3.39% for urea, 0.96% for glucose, 3.19%
for creatinine and 2.69% for NEFA. Haptoglobin was assayed on
heparin plasma samples using a commercial kit (Tri Delta, Ireland) on
the same analyser. Inter-assay coefficient of variation was 12.16%.

IgM levels were determined by quantitative sandwich ELISA
in heparin plasma samples. Capture and conjugated antibodies were
purchased from Bethyl (Montgomery, USA), and ELISA was
performed as previously described (Couret et al. 2009). Inter-assay
coefficient of variation was 13.74% for IgM.
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The total numbers of leukocytes, lymphocytes and
polymorphonuclear (PMN) leukocytes were measured with a
hematology automatic cell counter calibrated for pigs (MS-9, Osny,
France). Intra-assay coefficients of variation were 3% for total
leukocyte, lymphocyte and PMN.
IFN-alpha was determined by quantitative sandwich ELISA in
heparin plasma samples as previously described (Magnusson et al.
1999).

Statistical Methods

To investigate the variations of ADG and blood variables
around weaning, the variables were analyzed with an ANOVA
procedure using the Imer function from Ime4 package (Bates et al.
2014) of R software (R Core Team. 2015). The model included time
to weaning (from d-9 to d19), management conditions (OC vs DC),
age at weaning (W21 vs W28) and their interactions as main effects,
and piglet as random effect or repeated data. Secondly, the effect of
diarrhea was analyzed. For this purpose, an additional variable was
added to identify piglets having or not diarrhea the week before each
of the blood collection point. At each time point after weaning (d5,
d12 and d19), ANOVAs including age at weaning (W21 vs W28) and
diarrhea during the week before collection (yes vs no) as main effects
were performed. When a significant effect (P < 0.05) was revealed by
the analyses of variance, Tukey comparisons of adjusted means were
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performed using cld function from Ismeans package (Lenth. 2015).
The P-values presented in the result section are those of the Tukey
test. Pearson’s correlations were analyzed within each sampling day
after weaning (d5, d12 and d19) between metabolic variables,
haptoglobin and the average daily gain measured the week before

collection day using cor.test function.

RESULTS

Effect of Weaning Age and Management Conditions on Growth
and Diarrhea

P-values resulting from the ANOVAs performed for blood
variables and ADG are presented in Table 2, numerical data for OC
and DC groups along time in Table 3 and for W21 and W28 groups
along time in Supplementary Table 1. Whatever the age at weaning
and management conditions, ADG was dramatically reduced after
weaning (d5 to d11) compared to lactation period (P < 0.001, Table
3). Furthermore, between 5 and 11 d after weaning, ADG was lower
for DC compared to OC piglets (P < 0.05) but similar (P > 0.1) for
W21 and W28 pigs.

Between 0 and 4 d after weaning, 18% of pigs (n=12)
exhibited at least 1 d of diarrhea. They were 42% between 5 and 11 d
(n=28) and 17% (n=11) between 12 and 18 d after weaning. Globally,
from 0 to 19 d after weaning, 55% of piglets exhibited at least 1 d of
diarrhea. The duration of diarrhea varied between 1 and 6 d.
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Moreover, DC piglets exhibited significantly more days with diarrhea
compared to OC piglets (1.56 +/- 1.64 vs 0.59 +/- 0.74 d, P < 0.01) as
well as W21 piglets compared to W28 piglets (1.44 +/- 1.52 vs 0.70
+/- 1.06 d, P < 0.05).

Effects of Weaning Age and Management Conditions on
Metabolic Variables

The concentration of NEFA was stable except in OC W21
piglets for which it increased between d-2 and d5 (262 to 533 pmol/L,
P < 0.05). Whatever the age at weaning or management conditions,
the plasma concentration of glucose decreased between pre-weaning
(d-2 and d-9) and d5 (P < 0.001). Urea concentration increased
between pre-weaning (d-9 and d-2) and d5 to d19 for W28 piglets
only (P < 0.05, supplementary Table 1) and creatinine concentration
increased for all groups except OC W21 between d-9 and d5 (P <
0.05). Urea and creatinine concentrations were higher for DC
compared to OC piglets at d5 (P < 0.05).

Effect of Weaning Age and Management Conditions on
Immune Parameters
Plasma concentrations of IFN-alpha remained stable except in
OC W21 piglets for which it decreased between d-2 and d19 (P <
0.05).Whatever the age at weaning or the management conditions, the
lymphocytes and PMN cell counts increased from d12 compared to d-
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9 and d-2 (P <0.001, Table 2). At d12, the PMN count was greater for
DC compared to OC piglets (P < 0.05, Table 3). Compared to d-2,
IgM concentration increased earlier for DC piglets than OC piglets
(since d12 and d19 respectively, P < 0.05). Haptoglobin concentration
increased transiently between d-2 and d5 for all groups (P < 0.001).

Effect of Exhibition of Diarrhea on Blood Variables and
Growth around Weaning

Creatinine and haptoglobin concentrations measured at d5
were greater for piglets which had diarrhea between d0 and d4 (12.84
vs 11.65 mg/L, P < 0.05 and 2.52 vs 1.53 mg/dL, P < 0.01,
respectively; Fig 1). For those piglets, ADG calculated between d-2
and d+4 was lower (140 vs. 206 g/d, P < 0.01). For piglets exhibiting
diarrhea between d5 and d11, IFN-alpha plasma concentration was
greater at d12 (238 vs 47 U/mL, P < 0.05) and ADG from d5 to d11
was lower (90 vs 205 g/d, P < 0.001). Glucose, NEFA, and urea
concentrations were not different between piglets having diarrhea or

not.

Correlations between Growth, Immune and Metabolic
Parameters
Correlations between blood variables measured at d5, d12 and
d19 after weaning and ADG expressed during the previous week are
shown in Table 4. Urea and creatinine measured at d5 and d19 (P <
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0.01), and haptoglobin measured at d12 only (P < 0.05) were
negatively correlated with ADG measured respectively between d-2
and d4 and di12 and d18 (P < 0.01). IgM measured at d5 was
negatively correlated with ADG (P < 0.05).

DISCUSSION

Implementation of a Model of Health Deterioration and
Immune Stimulation at Weaning

The aim of the present study was to i) describe around weaning
the evolution of blood variables related to protein and energy
metabolisms in different weaning conditions in order to get some
references values for further studies and ii) to investigate around
weaning the association between protein and energy metabolism,
immune activation together with clinical and growth expression.

In order to increase the probability to observe clinical digestive
problems after weaning in our experimental facilities, deteriorated
management conditions were artificially implemented to half of the
animals by increasing animal density, mixing of animals,
implementing a short thermic stress, no cleaning and disinfection of
the post-weaning room and no transition between starter and weaner
diets. Those conditions were an adaptation of a model developed
previously, showing in growing pigs that deteriorated conditions
stimulates the immune system (increased PMN count) and induces
systemic signs of inflammation (increased haptoglobin concentration)
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(Le Floc’h et al. 2014; Chatelet et al. 2017). In our study, weaning
was associated with an activation of the immune system of the piglets
as shown by the rise of IgM and PMN counts, and the increase of
haptoglobin, attesting an on-going inflammatory response. Compared
to OC, DC did not result in a greater increase in haptoglobin
concentration, but PMN count was greater on d12, and the increase of
IgM concentration occurred one week earlier. Furthermore, piglets
exhibited a greater number of days with diarrhea in DC compared to
OC. These results show that the DC conditions efficiently affected
health of the piglets in association with more inflammation and

immune system stimulation in comparison to OC.

Impact of Deteriorated Health and Weaning Conditions on
Growth

In our experiment, ADG calculated between d5 and d11 was
lower in DC compared to OC, as well as for piglets which exhibited
diarrhea at least one day during the 11 days following weaning. The
individual feed intake could not be measured in this study; but it is
likely that this reduced ADG could be partly due to a lower feed
intake in DC or diarrheic pigs. Indeed, in an experiment using
deteriorated hygiene conditions, the reduction of ADG during 6 weeks
after weaning was associated with a reduction of feed intake in DC
compared to OC (Pastorelli et al. 2012b). Sickness behavior, which is
commonly induced by systemic inflammatory processes, is known to
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generate a reduction of feed intake (Johnson et von Borell. 1994).
Another hypothesis is that reduction of ADG was caused by changes
in metabolism in response to the digestive and systemic inflammation
as previously suggested (Pastorelli et al. 2012Db). In this study, serial
blood samplings around weaning allowed to investigate the metabolic

variations associated to these alterations in growth.

Effect of Health Deterioration on Energy Metabolism

Whatever the age at weaning or weaning conditions, glucose
concentration decreased from the first blood sampling following
weaning. Changes in glycaemia are in accordance with literature
(Whittemore et al. 1981; Bark et al. 1986; Dunshea et al. 1992; Le
Dividich et Séve. 2000). Before weaning, piglets suckle
approximately every 45 minutes (Dunshea. 2003), which implies that
animals are nutritionally in fed state most of the time, with a high
glycaemia. After weaning the frequency of meals decreases to one
meal every two hours in average (Bruininx et al. 2001), leading to an
adaptation of the piglet to longer fasting states. In this study, post
weaning measures were performed after an overnight fasting, which
probably explains the lower concentrations of glucose compared with
preweaning concentrations.

Plasma NEFA concentration reflects the balance between the
entering flow from mobilization of body lipids and use by other
tissues for beta-oxidation. Feed intake is commonly reduced during
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the 2 weeks after weaning, which is supposed to lead to a greater
mobilization of body proteins and lipids in order to meet the
nutritional requirement of piglet (Le Dividich et Séve. 2000).
However, in this study, no increase in NEFA was observed during the
2 weeks after weaning except in OC W21 group. This suggests that fat
mobilization is not a discriminant metabolic process in the fasting
weanling pig, probably because adipose reserves of the piglet are too
scarce at that age (Whittemore et al. 1981). Thus, the increase in OC
W21 group only remains surprising.

Effect of Health Deterioration on Nitrogen Metabolism

Several studies report short term alterations in plasma
creatinine after transport at weaning (Wittish et al. 2014) or in
response to different regimen in weaned or growing pigs (He et al.
2011; Devi et Kim. 2014; Park et al. 2014). To our knowledge, there
IS no description of the evolution of the plasma creatinine
concentration around weaning. Creatinine is produced by the muscle
from the catabolism of creatine, a rapidly mobilized source on energy,
by a non-enzymatic reaction and is thus strongly correlated to muscle
mass (Wyss et Kaddurah-Daouk. 2000). Although of limited range,
we observed a slight increase in plasma creatinine 5 days after
weaning, which suggests that muscle metabolism could be transiently

altered. Interestingly, this was more obvious when pigs were weaned
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at 28 compared to 21 days of age, for which the increase was
significant in DC W21 pigs only.

Urea is the product of the degradation of amino acids (AA)
(Moughan. 1999; Bender. 2014), which in fasting state, come from
body protein degradation or de novo synthesis for non essential AA.
In our experiment, fasted plasma urea was greater 5 days after
weaning in W28 pigs only. This time corresponds to the transition
from starter to weaner diet for W28 piglets while W21 pigs were still
fed with the starter diet. Compared to weaner diet, starter diet had a
lower protein and energy content. We could postulate that W28 piglets
did not receive enough energy from the weaner diet, and thus in
fasting state, started to use their body AA for gluconeogenesis.

Furthermore, the increase of urea and creatinine concentrations
from preweaning to at d5 was greater for DC compared to OC piglets
and in piglets exhibiting diarrhea. This might be attributed to a greater
level of inflammation in piglets weaned in DC conditions or
expressing diarrhea causing greater muscle and AA catabolism (Le
Floc’h et al. 2004). This greater inflammation was ascertained by
haptoglobin concentration at day 5 in piglets with diarrhea. In DC
conditions, haptoglobin concentration was not greater but the immune
stimulation was nevertheless greater, as discussed above, suggesting
that the inflammatory component of the immune response might have
been also greater even if not detectable by haptoglobin assessment. In
addition to the inflammatory component, diarrhea is associated to
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decreased feed digestibility which might also lead to nutrient
deficiency enhancing muscle and AA degradation. This is illustrated
in studies where diarrhea induced by E. coli K88 on 10 d old piglets
(Owusu-Asiedu et al. 2003) or 9 d after weaning (Kiarie et al. 2009)
increased blood urea concentration 24h after the challenge. In our
study, piglets with diarrhea had similar urea but greater creatinine
plasma concentration. The moderate severity of diarrhea in our
experiment could explain this discrepancy. In addition, urea and
creatinine concentrations 5 and 19 days after weaning were associated

to ADG during the corresponding period

CONCLUSION

To conclude, our results suggested that adaptation processes to
the stress of weaning were not associated with modifications of energy
metabolism measured with glucose and NEFA. By contrast, the
transient rises in creatinine and urea suggested that AA were
mobilized from the muscle during the first weeks after weaning. These
variations were negatively correlated with growth of the piglets and
were amplified by poor management conditions after weaning. Thus,
even in pathogen-free conditions, improving health of piglets by a
good hygiene and welfare at weaning can have beneficial effects on

protein metabolism and subsequently on animal growth and health.
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Table 1: Feed composition of starter and weaner diets

Calculated composition Starter diet Weaner diet
Crude Protein, g/kg of DM 186.0 170.4
Lipids, g/kg of DM 61.9 233
Minerals, g/kg of DM 5.84 5.60
NDF, g/kg of DM 112.0 15.42
ADF, g/kg of DM 36.4 55.8
Starch, g/kg of DM 3383 407.3
Digestible energy, Kcal/kg 3,435 3,131
Metabolisable energy, Kcal/kg 3,290 2,991
Net Energy, Kcal/kg 2,506 2,201
Lys, g/kg of DM 14.00 11.72
Thr, g/kg of DM 9.31 7.89
Met, g/kg of DM 5.23 3.93
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Table 2 : Effects of time to weaning (-9, -2, 5, 12, 19 days after weaning), age at weaning
(21 or 28 days of age), management conditions (optimal or deteriorated conditions) on

ADG, metabolic and immune variables

P-value'
Variable Time (T) Age at(\;v;eaning Con;:l(i:t)ions T*A T*C A*C
NEFA <0.001 0.99 0.95 0.49 0.76 0.07
Glucose <0.001 <0.001 0.71 0.44 0.01 0.56
Urea <0.001 0.07 0.05 <0.001 0.02 0.13
Creatinine <0.001 <0.001 0.32 <0.001 <0.001 0.87
Lymphocytes <0.001 0.03 0.64 0.14 0.18 0.63
Egl'lzmmph"”“c'ear <0.001 032 0.09 0.01 <0.001 032
IgM <0.001 <0.001 0.22 0.24 <0.001 0.15
Haptoglobin <0.001 0.17 0.56 0.08 0.92 0.10
IFN-alpha <0.001 0.64 0.62 0.97 0.41 0.59
ADG <0.001 0.27 0.01 <0.001 0.001 0.31

! Values are the P-values of the ANOVA's for the main effects of the model (T, A and C) and their
interactions (T*A, T*C, A*C).
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Table 3 : Effect of management conditions on ADG, metabolic and immunological
variables from 9 days before to 19 days after weaning. Piglets were weaned in optimal

conditions (OC,n=34) or deteriorated conditions (DC, n=32).

RESULTATS

Time to weaning (d)

Item d-9 d-2 ds d12 d19 SEM P-value®
y DC 316 292 385 264 338 43 0.76
NEFA, pmol/L
oc 274 286 422 274 352
ol " DC 1,450° 1,400 1,071° 911 863° 35 0.01
ucose, mg
oc 1,401 1,349  1,063°  1,047™ 893
y DC 137° 116° 237° 210™ 164° 15 0.02
Urea, mg/L
oc 141%° 127° 188" 168°" 152°¢
c " DC  10.09°  11.43%  12.51°  11.49“ 10.42° 0.27 <0.001
reatinine, mg
oc 1036® 1149 1127 11.23*  10.617™
Lymphocytes, DC 6.45 8.61 7.91 9.94 12.43 0.55 0.14
e 3
Millions/mm oc 7.19 7.99 7.92 10.38 13.27
Polymorphonuclear ~ DC 5.79° 5.46° 5.71° 12.94° 12.41° 0.67 <0.001
cells, Millions/mm® ¢ 6.25° 5.47° 5.01° 9.41° 10.59"
| " DC 0.45° 0.76™ 0.93° 1.45° 1.32% 0.10 <0.001
gM, g
oc  0.58® 0.89° 0.96% 1.10% 1.69
y o " DC 0.44 0.41 1.75 1.01 0.76 018 0.92
aptoglobin, mg
oc 0.42 0.31 1.63 1.20 0.68
oha, U/ DC NA 187 175 132 54 49 0.41
IFN-alpha, U/mL
oc NA 127 171 83 56
Birth to d-9 to d-2 to d5 to
d-10 d-3 da gip ~ d12todis
/d DC 241> 282 182%° 119° 276 18 <0.001
ADG, g
oc 230 287% 214" 212" 354°

ab,cde

for a variable, means with different superscripts differ (P<0.05).
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Table 4 : Pearson’s correlation R? coefficients between plasma concentration of
metabolic and immunological variables measured 5, 12 and 19 days after weaning and
ADG measured on the corresponding periods (day -2 to 4, day 5 to 11 and day 12 to 19

after weaning respectively)

Date of blood variable measure and period of the
corresponding ADG

Day 5 Day 12 Day 19
Blood variables Day -2 to day 4 Day 5 to day 11 Day 12 to day 18
NEFA ns ns Ns
Glucose ns ns ns
Urea -0.26%*** ns -0.17**
Creatinine -0.19%** ns -0.33%**
Polymorphonuclear cells ns ns ns
Lymphocytes ns ns ns
IgM -0.07* ns ns
Haptoglobin ns -0.15%* ns
IFN-alpha ns ns ns

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
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Fig 1. Effect of diarrhea expression on ADG, metabolic and immune variables from 5 to
19 days after weaning. At each time point, means were calculated for piglets which
exhibited or not diarrhea the week before. The number of animals in each group and
standard error of the means are displayed on each bar. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P <
0.001.
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Means of metabolic and immunological parameters and average daily gain from 9 days

before to 19 days after weaning according to age at weaning (21 days of age, W21 (n=32),
28 days of age, W28 (n=34))

. . pP-
Time to weaning (days) value!
d-9 d-2 ds d12 d19 SEM T*A
w21 267 291 428 281 334 44 0.49
NEFA, umol/L
w28 323 287 379 256 356
w21 1,443 1,420 1,094 1,039 935 36 0.44
Glucose, mg/L
w28 1,408 1,329 1,040 919 821
abc abc bc be abc
w21 142 139 178 184 129 16 <0.001
Urea, mg/L
w28 135% 104° 247° 194% 187"
w21 9.90° 11.00° 11.22" 11.44% 10.40%° 0.27 <0.001
Creatinine, mg/L
w28 10.56™ 11.92¢ 12.56° 11.28" 10.63%
Lymphocytes w21 6.57 7.59 7.73 10.01 11.85 0.57 0.14
-~ 3
Millions/mm w28 7.07 9.00 8.10 10.30 13.85
Neutrophiles w21 6.32° 5.79° 4.86" 10.13° 10.53° 0.69 0.01
- 3
Millions/mm w28 5.72° 5.14° 5.86° 12.21° 12.48°
w21 0.38 0.59 0.82 1.17 1.30 0.10 0.24
IgM, g/L
w28 0.65 1.06 1.07 1.39 1.71
w21 0.43 0.31 1.44 1.25 0.58 0.18 0.08
Haptoglobin, mg/dL
w28 0.43 0.41 1.94 0.97 0.86
w21 NA 176 181 122 66 49 0.96
IFNA-alpha, U/mL
w28 NA 139 164 94 a4
Birth to d-9 to d- d-2 to
410 3 A dstodll | d12tod18
w21 200™ 270% 226> 119° 316° 18.00 | <0.001
ADG, g/d
w28 264 290" 164°° 190°° 309°

2b2d¢ for a variable, means with different superscripts differ (P<0.05).
! p-value of the interaction between time (T) and age at weaning (A). P-values of the

complete model are displayed in Table 1.
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3.3 Variables physiologiques associées a Ia

robustesse du porcelet au sevrage

Nous avons développé dans la revue bibliographique que la
robustesse du porcelet au sevrage pouvait se définir comme
I’expression de performances maximales, sans dégradation de la santé
quel que soit I’environnement dans lequel celui-ci est élevé. Nous
avons considéré que la robustesse pouvait étre approchée par la
croissance apres sevrage. En effet, les problémes de santé qui
surviennent chez le porcelet ont un impact sur la croissance. Ce choix
résultait aussi de I’absence d’observations cliniques journalicres
individuelles sur les porcelets. Afin d’exprimer la performance de
croissance du porcelet aprés le sevrage en fonction du potentiel dont il
dispose effectivement au sevrage, nous avons choisi de considérer,
comme indicateur de la performance des porcelets apres le sevrage, le
GMQ relatif (GMQR) : GMQ exprimé entre 26 et 47 jours d’age (0 et
19 jours aprés sevrage) et rapporté au poids vif a 26 jours d’age
(GMQR 26-47 = GMQ 26-47 / Poids vif a 26 jours). Les deux
chapitres précédents ont permis de montrer qu’au moment du sevrage
en élevage, il y a une modification du métabolisme et du statut
oxydant qui est associé avec la croissance et la santé des porcelets. Il
s’agit désormais d’étudier les associations entre les variables

physiologiques mesurées autour du sevrage et la robustesse afin
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d’identifier des marqueurs candidats de la robustesse du porcelet au
sevrage.

L’objectif de cette partie est donc d’étudier ’association
entre les variables physiologiques mesurées avant et apreés sevrage

et le GMQ relatif du porcelet au sevrage.

Matériel et Méthodes

Dans 1’étude terrain, des porcelets males entiers (n=288)
Piétrain x (Landrace x Large White), issus de 16 élevages
commerciaux adhérents a la COOPERL, ont été sevrés a 28 jours
d’age. Les élevages ont été classés, a partir des bilans sanitaires
d’élevage, en statut sanitaire dégradé (SAN-) ou élevé (SAN+). Dans
chaque élevage, 2 jours avant le sevrage, 2 porcelets de poids moyen,

issus de 9 portées ont été sélectionnés (partie 2.3.3).

Résultats

Le statut sanitaire de 1’élevage était significativement associé
avec 37 des 67 variables sanguines et zootechniques (P<0.05, Tableau
1 article JRP). Le GMQR était associé au nombre de lymphocytes et
de monocytes a 26 jours, a la concentration sanguine en vitamine A,
acides gras libres, créatinine et immunoglobulines M et au nombre de
neutrophiles a 33 jours d’age (P<0.05, Tableau 1 article JRP). Ainsi
les porcelets évoluant dans un élevage SAN- montraient une plus
grande activation de leur systeme immunitaire (davantage de
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neutrophiles, basophiles, lymphocytes T4, plus forte concentration
plasmatique en IgM, 1L-8 et TNF-alpha), une plus grande mobilisation
de leurs réserves corporelles (plus forte concentration plasmatique en
urée et créatinine) et un stress oxydant plus important (plus fort index
de stress oxydant, plus forte concentration plasmatique en
hydroperoxydes et plus faible concentration plasmatique en vitamines
E et A) apres le sevrage que les porcelets SAN+. S’additionnant a
I’effet du statut sanitaire, les porcelets GMQR+ montraient une moins
forte mobilisation des réserves corporelles (plus faible concentration
plasmatique en AGL et créatinine) et de plus fortes réserves
antioxydantes (plus forte concentration plasmatique en vitamine A)
aprés sevrage que les porcelets GMQR-. La régression linéaire du
GMQR par les variables physiologiques retenait 7 des 62 variables
physiologiques testées et expliquait 29% de la variance (Tableau 2
article JRP). Au final, connaissant le poids des porcelets avant le
sevrage, il est possible de prédire le poids des porcelets a 47 jours
d’age a partir de variables physiologiques mesurées juste avant ou 5
jours apres le sevrage (coefficient de corrélation r2 de 0.72 avec le

poids observé a 47 jours, Figure 2 article JRP).

Conclusion
1) Le statut sanitaire de 1’¢élevage dans lequel sont élevés les

porcelets influence fortement les concentrations de la
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majorité  des variables  physiologiques  décrivant
I’immunité, le statut oxydant et le statut métabolique.

2) Les porcelets ayant les meilleures performances (GMQR
26-47) mobilisent moins leurs réserves corporelles et ont
davantage de réserves antioxydantes 5 jours apres sevrage.

3) Il est possible de calculer le GMQR du porcelet a partir de
variables physiologiques mesurées 2 jours avant ou 5 jours
apres le sevrage.

4) Ce modele devra étre validé sur d’autres jeux de données.

Question de recherche n°2

La robustesse du porcelet au sevrage peut-elle étre prédite
par la mesure de variables sanguines décrivant I’état de ces
différents systémes avant le sevrage et leur réponse précoce au
tout début du sevrage?

Il est possible d’associer la robustesse du porcelet au
sevrage a la mesure de variables sanguines décrivant I’activation
du systeme immunitaire, le statut oxydant et le statut métabolique

du porcelet et mesurées principalement 5 jours apres le sevrage.
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Recherche de variables physiologiques associées a la robustesse du porcelet au sevrage

La robustesse du porcelet au sevrage peut étre vue comme sa capacité a exprimer une croissance optimale sans manifester de
problemes de santé et ce quelles que soient les conditions de sevrage. L'objectif de cette étude était d’identifier des variables
physiologiques mesurées autour du sevrage permettant de prédire la croissance du porcelet apres sevrage. Des variables sanguines
(n=62) décrivant 'immunité, le stress, le statut oxydant et le métabolisme ont été mesurées a 26 et 33 jours d’age sur des porcelets
(n=288) issus de 16 élevages commerciaux de statuts sanitaires contrastés (dégradé : SAN- ou élevé : SAN+). La robustesse a été
approchée par le GMQ entre 26 et 47 jours d’age rapporté au poids a 26 jours (GMQR 26-47). Les porcelets ont été classés par rapport
a la médiane de leur élevage dans les classes de GMQR 26-47 bas (GMQR-) ou haut (GMQR+). Le statut sanitaire de I'élevage était
associé avec 37 des 67 variables sanguines et zootechniques (P < 0,05). Ainsi les porcelets des élevages SAN- montraient une plus
grande activation de leur systéme immunitaire, une plus grande mobilisation de leurs réserves corporelles et un stress oxydant plus
important apres le sevrage que les porcelets SAN+. Indépendamment de I'effet du statut sanitaire, les porcelets GMQR+ montraient
une moins forte mobilisation des réserves corporelles et une plus forte concentration en vitamine A, une vitamine antioxydante, aprés
sevrage que les porcelets GMQR-. La régression linéaire du GMQR expliquait 29% de la variance avec 7 variables. En conclusion, ce
travail montre qu’il est possible de prédire partiellement le poids 19 jours aprés sevrage a partir d’un nombre réduit de variables
physiologiques mesurées juste avant et 5 jours apres le sevrage (rZ=0,72).

Biological markers associated with robustness of piglets at weaning

The robustness of a piglet at weaning can be seen as its ability to express optimal growth without any health problems and regardless
of weaning conditions. The aim was to identify some biological markers measured around weaning that could predict growth of the
piglet after weaning. Blood variables (n=62) describing immunity, stress, oxidative status and metabolism were measured at 26 and 33
days of age on piglets (n=288) from 16 commercial farms with contrasting health status (deteriorated: SAN- or good: SAN+). The
robustness was approached by ADG from 26-47 days of age divided by live weight at 26 days (GMQR 26-47). Piglets were then
classified according to the median of their farm in classes of low (GMQR-) or high (GMQR+) GMQR 26-47. The health status of the farm
was significantly associated with 37 of 67 variables measured (P < 0.05). Thus, piglets reared on SAN- farms showed higher activation of
the immune system, mobilization of body reserves and oxidative stress after weaning than SAN+ piglets. Independent of the effect of
health status, GMQR+ piglets showed lower mobilization of body reserves and a higher concentration in vitamin A, an antioxidant
vitamin, after weaning compared to those of GMQR- piglets. Linear regression of GMQR explained 29% of the variance with 7 variables.
Finally, this study shows it is partly possible to predict the live weight 19 days after weaning from a reduced number of biological
variables measured just before or 5 days after weaning (r° = 0.72).
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INTRODUCTION

Le sevrage tel qu’il est pratiqué en
élevage est un challenge pour le porcelet
qui entraine des baisses de performance
et éventuellement des problemes de
santé, conduisant les éleveurs a un
recours fréquent a des traitements
antibiotiques. Bénéficier d’indicateurs
biologiques, mesurables précocement au
sevrage et associés a la robustesse de
I'animal pendant les semaines critiques
suivantes, permettrait par exemple
d’adapter les pratiques d’élevage avant
qu’un fort ralentissement de croissance
ou des diarrhées ne se manifestent.

La robustesse d’un animal d’élevage est
une caractéristique individuelle qui peut
se définir comme la capacité a exprimer
des performances zootechniques
optimales sans problemes de santé et ce
quel que soit I'environnement ou les
contraintes auxquels I'animal est soumis
(Rauw et al. 1998; Theilgaard et al. 2007;
Friggens et al. 2017). Dans le cas du
porcelet au sevrage, la robustesse peut
étre vue comme la capacité du porcelet
a exprimer des performances de
croissance maximales sans manifester de
problemes de santé et ce quels que
soient les pratiques de sevrage et le
contexte sanitaire de son élevage. Il a
été proposé que la robustesse d’un
animal ne pouvait s’observer que dans
des situations de contrainte (Friggens et
al. 2010). En effet, dans une situation
favorable, animaux robustes et non
robustes devraient exprimer de bonnes
performances, et il n’est alors pas
possible de les différencier. Ainsi,
I'identification de porcelets robustes au
sevrage devrait étre plus aisée dans des
élevages ol les conditions de sevrage
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sont considérées comme difficiles
(conduite non optimale, environnement
thermique ou sanitaire insatisfaisant,
etc).

L’objectif de cette étude est d’identifier
des variables physiologiques associées a
la robustesse du porcelet. Nous avons
décidé d’approcher la robustesse par les
performances de croissance en post
sevrage. A cet effet, des suivis
individuels de porcelets ont été réalisés
sur le terrain dans des élevages de
statuts sanitaires contrastés, ou nous
avons fait ’hypothese que la robustesse
des porcelets serait plus ou moins
clairement exprimée selon la sévérité
des contraintes environnementales. Des
variables  sanguines relatives au
métabolisme énergétique et protéique,
a I'immunité et au statut antioxydant
des porcelets ont été mesurées deux
jours avant et cing jours aprés le
sevrage. L’association de ces variables
avec les performances de croissance a
été étudiée.

MATERIEL ET METHODES

Dispositif expérimental

Cette étude a été réalisée dans 16
élevages naisseurs-engraisseurs
adhérents de Cooperl et selon un
protocole approuvé par le Comité
d’Ethique en Recherche clinique et
épidémiologique Vétérinaire d’Oniris
(CERVO-2016-6-V). Les élevages ont été
sélectionnés  selon leurs  statuts
sérologiques et/ou cliniques vis-a-vis du
syndrome dysgénésique et respiratoire
porcin (SDRP), de la circovirose, de la
grippe, de la pleuropneumonie et de
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I'iléite a Lawsonia intracellularis décrits
dans les derniers bilans sanitaires
d’élevage. Les  élevages positifs
(sérologie et/ou clinique) pour au moins
deux agents pathogeénes ont été classés
en statut sanitaire dégradé (SAN-), les
autres en statut sanitaire élevé (SAN+).

Des porcelets (n=288, soit n=18 par
élevage), males entiers issus de 144
portées (n=9 par élevage) de génétique
NUCLEUS Piétrain x (Landrace x Large
White), ont été sélectionnés de visu a 26
jours d’age, 2 jours avant le sevrage, en
excluant les animaux a priori en
mauvaise santé ou de trés faible poids.

Mesures, prélevements et analyses de
laboratoires

Les porcelets ont été pesés a 26, 33 et
47 jours d’age. Le sang a été prélevé a 26
et 33 jours d’adge dans deux tubes
(Venosafe) de 10 mL contenant de
I’'héparine ou de 'EDTA. Des analyses sur
sang frais EDTA ont été réalisées le jour
méme ; celles-ci incluaient la
numération-formule sanguine, le
phénotypage des Ilymphocytes par
cytométrie de flux, I'analyse de la
phagocytose et la production des
cytokines apres stimulation des cellules
sanguines (dilution du sang au
1/5éme) en présencede LPS (E. coli
O111:B4 10ng/ml) ex vivo pendant
18h avec dosage des interleukines IL-8,
IL-10 et du facteur de nécrose tumorale
(TNF)-alpha par Elisa (Biotechne). Le
tube contenant de I’héparine a été
conservé sur de la glace jusqu’a
centrifugation. Les plasmas ont ensuite
été stockés a -20°C jusqu’aux dosages.
Le glucose, l'urée et la créatinine ont été
dosés sur plasma hépariné avec des kits

RESULTATS

commerciaux (Thermo Scientific), les
acides gras libres (AGL) sur plasma EDTA
avec un kit commercial (Wako). Les
hydroperoxydes et la capacité
antioxydante du plasma ont été dosés
sur du plasma hépariné selon des
méthodes adaptées a partir de Kkits
commerciaux (dROM et BAP, Diacron,
Grosseto, Italie), comme décrit
précédemment (Buchet et al. 2017).
Tous les dosages ont été réalisés a 'aide
d’un analyseur automatique (Konelab,
Thermo Scientific). Les vitamines E
(alpha-tocophérol) et A (rétinol) ont été
dosées sur plasma héparine par HPLC sur
une colonne dédiée (Chromsystems). Les
immunoglobulines (Ig) G et M par ELISA
selon la méthode décrite précédemment
(Couret et al. 2009). La CRP a été dosée
par ELISA a l'aide d’un kit commercial
(Aviva systems biology).

Analyses statistiques

Le GMQ relatif (GMQR), exprimé entre
26 et 47 jours d’age et rapporté au poids
vif a 26 jours d’age (GMQR 26-47 = GMQ
26-47 / Poids vif a 26 jours) a été calculé.
Au sein de chaque élevage, les porcelets
ont ensuite été classés dans la catégorie
GMQR+ ou GMQR- selon la position de
leur GMQR par rapport a la médiane de
leur élevage.

Les analyses statistiques ont été
effectuées avec le logiciel R (R Core
Team. 2015). Pour chaque variable
zootechnique et sanguine mesurée
(n=67), aux deux dates de mesure
séparément, une analyse de variance a
été réalisée avec le GMQR (GMQR- ou
GMQR+), le statut sanitaire (SAN- ou
SAN+) et l'interaction GMQR x SAN en
variables explicatives.
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Tableau 1 - Variables physiologiques sanguines décrivant les performances de
croissance, I'immunité, le statut métabolique et le statut oxydant des porcelets au
sein des élevages de statut sanitaire élevé (SAN+) ou dégradé (SAN-) et au sein des

classes de GMQ relatif haut (GMQR+) et bas (GMQR-)".

Valeurs moyennes par groupe

Significativité statistique

Variables mesurées’ GillAch;_l | GI\S/IACTI;# Gsl\ﬁg;_l G;Ag;l SAN | GMQR | SAN x GMQR
Variables zootechniques :
Poids a 26 jours (Kg) 8,37 7,56 8,61 8,34 0,005 0,003 0,141
Poids a 33 jours (Kg) 9,42 9,22 10,33 10,64 <0,001 0,795 0,238
Poids a 47 jours (Kg) 13,70 14,96 14,39 16,83 0,002 <0,001 0,147
GMQ 26-47 (g/j) 246 337 285 396 <0,001 <0,001 0,389
GMQR 26-47 (g/j/Kg) 29,47 44,85 33,11 47,70 0,003 <0,001 0,721
Variables sanguines a 26 jours :
Hydroperoxydes (CARRU) 535 494 554 530 0,040 0,080 0,603
Index de Stress Oxydant (CARRU/pmol/L) 0,24 0,22 0,25 0,23 0,010 0,140 0,680
Acides gras libres (upmol/L) 422 428 396 365 0,029 0,582 0,351
Glucose (mg/L) 1250 1204 1275 1224 0,278 0,018 0,907
Urée (mg/L) 136 132 153 157 0,013 0,990 0,667
1gM (g/L) 0,83 0,86 0,71 0,64 0,002 0,708 0,249
Leucocytes (x 1 000/mm?) 13,56 13,87 11,89 12,15  <0,001 0,560 0,961
Lymphocytes (x 1 000/mm?®) 7,4 7,41 5,89 6,41 <0,001 0,402 0,382
Monocytes (x 1 OOO/mmK) 0,66 0,63 0,47 0,44 <0,001 0,398 0,955
Eosinophiles (x 1 000/mm?) 0,03 0,04 0,02 0,02 0,002 0,150 0,060
Basophiles (x 1 000/mm?) 0,013 0,011 0,008 0,008 0,012 0,586 0,495
Lymphocytes CD4+CD8- (x 1 000/mm3) 1,41 1,43 1,27 1,25 0,006 0,943 0,805
Lymphocytes CD4+CD8+ (x 1 OOO/mmg) 0,53 0,44 0,31 0,33 0,002 0,836 0,549
Lymphocytes CD4-CD8+ (x 1 000/mm3) 1,13 1,05 0,78 0,76 < 0,001 0,285 0,136
% de phagocytes parmi les cellules
mononucléées 17,19 17,75 21,52 22,12 < 0,001 0,836 0,558
% de phagocytes parmi les cellules
polynucléées 72,69 71,17 79,18 79,69 < 0,001 0,755 0,583
Variables sanguines a 33 jours :
Capacité antioxydante (umol/L) 2326 2320 2167 2279 0,020 0,279 0,182
Hydroperoxydes (CARRU) 815 809 709 689 <0,001 0,512 0,725
Index de Stress Oxydant (CARRU/umol/L) 0,36 0,36 0,33 0,31 <0,001 0,375 0,420
Vitamine E (pmol/L) 3,39 3,36 3,54 4,16 0,024 0,201 0,107
Vitamine A (pmol/L) 0,37 0,43 0,49 0,52 <0,001 0,016 0,489
Acides gras libres (pmol/L) 195 146 255 189 <0,001 <0,001 0,606
Glucose (mg/L) 943 944 1109 1116 < 0,001 0,915 0,932
Urée (mg/L) 139 125 92 80 <0,001 0,117 0,916
Créatinine (mg/L) 12,27 11,28 11,30 10,82 <0,001 <0,001 0,143
1gM (g/L) 1,46 1,31 1,13 1,10 <0,001 0,133 0,338
Leucocytes (x 1 OOO/mma) 18,8 20,90 17,69 17,45 < 0,001 0,144 0,070
Neutrophiles (x 1 OOO/mma) 7,24 8,99 6,81 6,86 < 0,001 0,041 0,057
Basophiles (x 1 000/mm®) 0,01 0,014 0,017 0,011 0,060 0,463 0,001
Lymphocytes CD4+CD8- (x 1 000/mm?’) 1,89 1,82 1,71 1,68 0,023 0,414 0,941
Lymphocytes CD4+CD8+ (x 1 000/mm®) 0,73 0,73 0,54 0,54 <0,001 0,908 0,967
% de phagocytes parmi les cellules
polynucléées 74,77 74,19 77,50 77,19 0,032 0,718 0,931
IL-8 (pg/mL) 285 215 122 133 <0,001 0,357 0,249
TNF-alpha (pg/mL) 111 146 69 68 <0,001 0,280 0,299

ILe GMQR est le GMQ entre 26 et 47 jours d’ége rapporté au poids & 26 jours. Les animaux ont été
classés en GMQR+ ou GMQR- selon leur position par rapport au GMQR médian de leur élevage.
?Soixante-sept variables physiologiques ont été mesurées. Seules les variables avec au moins un effet

significatif sont présentées.
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Afin de construire un modele de
prédiction du GMQR, une analyse de
covariance a ensuite été réalisée pour
chaque variable biologique mesurée a 26
ou a 33 jours d’age avec le GMQR 26-47
en variable explicative. Toutes les
variables physiologiques significatives (P
< 0,05) ont été ajoutées ensemble
comme variables explicatives dans une
régression linéaire du GMQR 26-47. Les
variables non significatives (P > 0,05) ont
ensuite été retirées une a une jusqu’a
I'obtention du modéle final. Ce modele
permet de classer les porcelets en
GMQR+ ou GMQR- au sein de leur
élevage. Les pourcentages de bons
classements prédits par rapport au
classement observé ont été comparés a
I'aide d'un test du Khi2 (fonction
chisq.test).

RESULTATS ET DISCUSSION

Effet du statut sanitaire sur les variables
zootechniques et sanguines

Les porcelets issus d’élevages SAN-
étaient plus légers a 26 (7,96 vs. 8,48 kg,
P < 0,01) et a 47 jours d‘age (14,35 vs.
15,89 kg, P < 0,01, Tableau 1) que les
porcelets issus d’élevages SAN+. De plus
les porcelets SAN- ont eu un plus faible
GMQ 26-47 (292 vs. 341 gfjour, P <
0,001) et GMQR 26-47 (37,15 vs. 40,40
g/jour/kg, P < 0,01). Ces résultats
montrent une influence majeure du
statut sanitaire de I'élevage sur les
performances des porcelets en post-
sevrage.

Par ailleurs, 33 variables sanguines sur
62 étaient significativement associées au
statut sanitaire de I'élevage (Tableau 1).
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Parmi ces variables, de nombreuses
concernent I'immunité. Ainsi le nombre
de cellules immunitaires (monocytes et
éosinophiles a 26 jours d’age,
lymphocytes totaux, lymphocytes T4
(CD4+CD3+), neutrophiles et basophiles
a 26 et 33 jours d’age), la concentration
plasmatique en IgM et la capacité des
cellules a sécréter de I'lL-8 et du TNF-
alpha a 33 jours d’age étaient supérieurs
pour les porcelets SAN- par rapport aux
SAN+. Ceci révele une stimulation du
systéme immunitaire supérieure au
moment du sevrage dans des élevages
avec un statut sanitaire défavorable, ce
qui est plutét attendu (Petersen et al.
2002). Lors de I'exposition a un antigéne,
I’organisme met en place un ensemble
de réponses, spécifiques ou non de cet
antigene, se traduisant par une
augmentation du nombre des cellules
immunitaires circulantes, la libération de
cytokines et la production
d’'immunoglobulines. Par exemple, la
dégradation des conditions d’élevage
chez le porc en croissance entraine une
réaction inflammatoire et une
augmentation du nombre de
neutrophiles apres trois semaines de
logement en conditions d’hygiéne
dégradées (Chatelet et al. 2017). Au

sevrage, la plupart des réponses
immunitaires du porcelet sont encore de
type primaire (car il rencontre ces

antigénes pour la premiere fois): les
immunoglobulines produites sont en
majorité des IgM, et il faut environ 10
jours pour que la réponse se développe.
En conséquence, une forte
concentration plasmatique en IgM a 26
et 33 jours d’age traduit une plus forte
stimulation du systéme immunitaire des
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porcelets pendant la période de
lactation. En conditions expérimentales
controlées, nous avons obtenu des
résultats concordants, montrant des
variations similaires des nombres de
neutrophiles et des concentrations
d'lgM sous I'effet de conditions
détériorées chez des porcelets au
sevrage (Buchet et al. 2016b; Buchet et
al. 2016a).

Par ailleurs, les porcelets issus
d’élevages SAN- montraient une plus
forte capacité antioxydante du plasma,
une plus forte concentration en
hydroperoxydes, une plus faible
concentration en vitamines E et A et un
plus fort index de stress oxydant que les
porcelets SAN+ a 33 jours d’age. Cela
traduit une dégradation plus forte du
statut oxydant du porcelet aprés le
sevrage. A ce stade, les porcelets
subissent un stress oxydant caractérisé
par une augmentation des produits
d’oxydation et une diminution des
réserves antioxydantes dans le sang
(Buchet et al. 2017). Par ailleurs, la
détérioration des conditions de sevrage
et les diarrhées entrainent une
détérioration du statut oxydant (Buchet
et al. 2017). La capacité antioxydante
d’un individu résulte de I'action de
molécules antioxydantes exogénes telles
que les vitamines E et A et de molécules

endogenes  (superoxide  dismutase,
catalase ou gluthation). Lorsqu’un
individu est soumis a davantage

d’attaques radicalaires, il utilise les
molécules antioxydantes exogénes et
augmente sa production de molécules
antioxydantes endogénes (Trachootham
et al. 2008). En conséquence, nous
pouvons faire I'hypothese que la plus
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forte capacité antioxydante chez les
animaux SAN- a 33 jours d’age est le
reflet de davantage de stress oxydatif
pendant la phase de lactation.

De plus, les animaux issus d’élevages
SAN-  avaient une plus  forte
concentration plasmatique en AGL et
urée a 26 jours d’age que les porcelets
issus d’élevages SAN+. A 33 jours d’age,
ils avaient une plus faible concentration
plasmatique en AGL et glucose et une
plus forte concentration en urée et
créatinine. Ces variables traduisent I’état
de la mobilisation énergétique et
protéique aprés le sevrage qui est
dépendant de la quantité de nutriments
disponibles et des besoins pour
I’entretien et la croissance de I'animal.
Au sevrage, lingestion diminue et
entraine une mobilisation des réserves
corporelles (Le Dividich et Seve. 2000).
Les réserves lipidiques sont d’abord
mobilisées puis les protéines
musculaires (Séve et al. 1986). Les plus
fortes concentrations plasmatiques en
créatinine et en urée chez les porcelets
SAN- aprés le sevrage pourraient
indiquer une mobilisation protéique
musculaire plus importante, venant
peut-étre compenser une mobilisation
lipidique insuffisante chez ces animaux.
De plus, nous avons montré que le
systéme immunitaire des porcelets SAN-
était plus activé que celui des SAN+. Or
la réaction inflammatoire peut générer
du catabolisme protéique (Le Floc’h et
al. 2004), ce qui pourrait aussi expliquer
la plus forte mobilisation protéique chez
les porcelets SAN-.
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Effet de la classe de GMQR 26-47 intra-
élevage sur les variables
zootechniques et sanguines

Dans cette étude, nous avons considéré
que la capacité d’adaptation d’un
porcelet au sevrage pouvait étre évaluée
par ses performances de croissance en
début de post-sevrage. Or dans I'étude
présente, le GMQ mesuré entre 26 et 47
jours d’age était corrélé au poids a 26
jours d’dge (r’=0,40). Linfluence du
poids de sevrage a aussi été montrée sur
la croissance jusqu’a l'abattage dans
plusieurs études (Bruininx et al. 2001;
Quiniou et al. 2002; Paredes et al. 2012).
Ceci refléte le fait que le GMQ aprés le
sevrage résulte non seulement des
capacités réelles d’adaptation du
porcelet au sevrage mais aussi des
conditions de déroulement de la
gestation et de la lactation (conduisant
au poids de sevrage). Aussi, pour
exprimer la performance de croissance
des porcelets en fonction du potentiel
dont ils disposaient au jour du sevrage,
en s’affranchissant au maximum de
I'influence du poids au sevrage, nous
avons choisi de considérer le GMQ relatif
(GMQR), exprimé entre 26 et 47 jours
d’age et rapporté au poids vif a 26 jours
d’age.

Indépendamment du statut sanitaire de
I’élevage, les porcelets GMQR+, ayant un
GMQR 26-47 supérieur a la médiane au
sein de leur élevage, étaient plus légers
a 26 jours (7,95 vs. 8,49 kg, P < 0,01)
mais plus lourds a 47 jours (15,95 vs.
14,30 kg, P < 0,01) que les porcelets
GMQR- (Tableau 1). De plus, les
porcelets GMQR+ avaient une plus faible
concentration plasmatique en glucose a
26 jours d’age (1207 vs. 1259 mg/L, P <
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0,05), une concentration plus forte en
vitamine A (0,48 vs. 0,43 umol/L, P <
0,05), plus faible en AGL (167 vs. 225
umol/L, P < 0,001), créatinine (11,05 vs.
11,79 umol/L, P < 0,001) et un plus
grand nombre de neutrophiles (7,93 vs.
7,03, P < 0,05) a 33 jours d’age que les
porcelets GMQR-. Cela signifie que,
indépendamment du statut sanitaire, les
animaux qui mobilisaient le moins leurs
réserves  corporelles, probablement
grace a un niveau d’ingestion plus élevé,
avaient les meilleurs GMQR 26-47. De
plus, les GMQR+ avaient une
concentration plasmatique supérieure
en vitamine A dans le plasma aprés le
sevrage, peut-étre parce qu’ils ont subi
moins de stress oxydant au moment du
sevrage et / ou ont eu un apport
d’antioxydants alimentaires supérieur
grace a leur meilleur niveau d’ingestion
aprés sevrage. Enfin le nombre de
neutrophiles a 33 jours d’age n’était
supérieur pour les GMQR+ que dans les
élevages SAN- (interaction SAN x GMQR
26-47, P <0,1). Les neutrophiles sont des
cellules impliquées dans la réponse
immunitaire innée. Ainsi, en élevage
SAN-, il semble que les animaux ayant la
meilleure  croissance avaient une
capacité a développer une réponse
immunitaire de plus forte amplitude.

Construction d’un modéle de prédiction
du GMQR 26-47

Nous avons montré avec la précédente
analyse que les variables physiologiques
associées a 'immunité, au métabolisme
et au statut oxydant étaient différentes
en fonction du statut sanitaire de
I’élevage et que certaines d’entre elles
étaient également différentes en
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fonction du GMQR 26-47. Nous avons
construit une régression linéaire afin de
prédire le GMQR 26-47 a partir des
variables physiologiques étudiées dans
la partie précédente. Des modeles avec
le GMQR 26-47 en variable réponse et
une variable biologique en variable
expliquée ont été construits puis toutes
les variables significatives ont été
incluses dans une unique régression
linéaire du GMQR 26-47. Les variables
non significatives ont été enlevées une a
une pour arriver au modele final
présenté dans le tableau 2 et
permettant d’expliquer 29% de la
variance du GMQR 26-47.

Tableau 2 - Coefficients de régression et
pourcentage de variance expliquée par les
variables physiologiques sanguines
retenues dans le modele final d’analyse de
variance du GMQR 26-47

Variance
Variables Coefficient

expliquée
Intercepte 52,05
Nb de lymphocytes a 26 j 1,34 5%
Nb de monocytes a 26 j -8,74 4%
Nb de neutrophiles a 33 j 0,68 4%
IgM 333 -4,7 4%
Vitamine Aa 33 15,07 4%
Acides gras libres a 33 j -0,011 2%
Créatinine a 33 j -1,89 7%
Résidus 71%

L'analyse effectuée dans la premiere
partie nous permet d’affirmer que les 7
variables de ce modéle sont fortement
associées au statut sanitaire de
I’élevage. En conséquence, ce modele de
prédiction du GMQR 26-47 integre des
variables qui ne sont pas indépendantes
du statut sanitaire de I'élevage. De plus
4 de ces \variables (neutrophiles,
vitamine A, AGL et créatinine a 33 jours)
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sont associées également a la classe de
GMQR 26-47, ce qui permet de prédire
partiellement le potentiel de croissance
non lié au statut sanitaire de I'élevage.

SANSGMORe+

bissectice

----- régression

Poids prédit a 47j (kg)

Poids observe a 47 (kg)

Figure 2 - Poids vifs a 47 jours d’age
calculé a partir du GMQR 26-47 prédit
par le modeéle et du poids vif observé a
26 jours d’age, présenté en fonction du
poids vif réel observé a 47 jours d’age

Nous pouvons ainsi prédire le poids vif a
47 jours d‘age, calculé a partir du GMQR
26-47 estimé et du poids vif mesuré a 26
jours d’age. La corrélation de la
prédiction avec le poids a 47 jours d’age
observé est présentée en Figure 2 (r? =
0,72).

Nous avons décidé d’approcher dans
cette étude la robustesse du porcelet au
sevrage par le GMQR 26-47. Nous avons
proposé de définir les individus robustes
comme ceux qui, au sein de chaque
élevage, ont un GMQR 26-47 au-dessus
de la médiane et les non robustes
comme ceux qui ont un GMQR 26-47 en
dessous. Le tableau 3 montre que la
classe d’appartenance prédite (GMQR+
ou GMQR-) est correcte dans 68% des
cas. La proportion d’animaux bien
classés s’étend de 10/18 a 16/18
animaux selon les élevages. Par ailleurs,
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la prédiction n’est pas significativement
différente entre les élevages SAN- et les
élevages SAN+ (P > 0,05).

Tableau 3 - Nombre de porcs affectés
correctement aux classes GMQR+ ou
GMQR- grace au modéle linéaire de
prédiction du GMQR en comparaison au
classement obtenu a partir du GMQR 26-
47 réel observé (18 porcs par élevage).

Nombre de porcs
Statut sanitaire Elevage . 1
bien classés™ (/18)

Elevage 1 12

Elevage 2 13

Elevage 3 14

Elevage 4 10

SAN- Elevage 5 16
Elevage 6 13

Elevage 7 12

Elevage 8 12
SAN- 72%

Elevage 9 10

Elevage 10 9

Elevage 11 12

Elevage 12 12

SAN+ Elevage 13 10
Elevage 14 12

Elevage 15 12

Elevage 16 14
SAN+ 64%
Total 68%

ILes porcs ont été classés en GMQR+ ou GMQR-
selon la position de leur GMQR par rapport a la
médiane de leur élevage.

CONCLUSION

En conclusion, les variables sanguines
mesurées autour du sevrage sont
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fortement associées au statut sanitaire
de I’élevage. Les animaux élevés dans un
élevage a statut sanitaire dégradé ont
une plus forte activité de leur systeme
immunitaire, mobilisent plus leurs
réserves corporelles et ont davantage de
stress oxydant. Certaines variables
décrivent néanmoins également le
potentiel de croissance en plus du statut
sanitaire. Les animaux ayant un fort
GMQ relatif entre 26 et 47 jours
mobilisent moins de réserves corporelles
et ont davantage de vitamine A. Il est
ainsi possible de proposer un modele
associant le GMQ relatif du porcelet sur
les 20 jours suivant le sevrage et des
variables sanguines concernant les
réserves antioxydantes, la mobilisation
des réserves énergétiques et protéiques
et I'activation du systéeme immunitaire.
Si  nous considérons la robustesse
comme |'appartenance a une classe de
fort GMQR au sein de chaque élevage, le
modele classe bien les individus dans
68% des cas. La précision du classement
de la robustesse du porcelet au sein de
chaque élevage pourrait probablement
étre meilleure, notamment grace a une
caractérisation fine des événements de
santé au moment du sevrage. Dans tous
les cas, ce modele devra étre précisé sur
une autre cohorte d’animaux.
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Figure 15 : Evolution du GMQ moyen des porcelets dans les études terrain (16 élevages
commerciaux, sevrage a 28 jours d’Age, moyenne par catégorie d’élevage, n=72 par catégorie, GMQ-
: GMQ 8-30kg faible, GMQ+ : GMQ 8-30kg fort, SAN- : statut sanitaire défavorable, SAN+ : statut
sanitaire favorable) et en installation expérimentale (sevrage a 21 ou 28 jours d’Age, moyenne par dge
au sevrage et conditions de sevrage, CD : conditions détériorées, CO : conditions optimales).
abc/ABC: des lettres différentes montrent des GMQ moyens différents au sein d’'une méme période

(P<0.05). * : GMQ moyen 5 a 19j différent du GMQ moyens -2 a 5j pour un méme groupe.
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Figure 16 : Evolution du poids vif des porcelets dans les études terrain (16 élevages commerciaux,

sevrage a 28 jours d’Age, moyenne par catégorie d’élevage, n=72 par catégorie, GMQ- : GMQ 8-30

kg faible, GMQ+ : GMQ 8-30 kg fort, SAN- : statut sanitaire défavorable, SAN+ : statut sanitaire
favorable) et en installation expérimentale (sevrage a 21 ou 28 jours d’Age, moyenne par dge au

sevrage et conditions de sevrage, CD : conditions détériorées, CO : conditions optimales)
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Au cours de ce travail de these, nous avions pour objectifs 1)
d’identifier les réponses physiologiques associées a la robustesse du
porcelet au sevrage et 2) de prédire par la mesure de variables
sanguines décrivant ces réponses et mesurées avant ou immédiatement
apres le sevrage la robustesse du porcelet. Pour cela nous avons mis
en place deux études exploitant la complémentarité entre installation
expérimentale, permettant un contréle de certains facteurs d’élevage,
et terrain, permettant d’explorer la variabilit¢é des conditions

d’¢élevage.

4.1 Dégradation des performances et de la santé des

porcelets sevrés en environnement défavorable

Dans les deux études, nous avons observé des porcelets dans
des environnements variables (du plus favorable au plus défavorable)
que nous avons créés (étude en installation expérimentale) ou choisis
(étude terrain). Nous allons montrer dans cette partie ’effet de la
dégradation de I’environnement sur les performances et la santé des

porcelets apres le sevrage.
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4.1.1 Dégradation des performances en environnement

défavorable

4.1.1.1Dégradation du GMQ des porcelets des conditions dégradées

dans I’étude en installation expérimentale

Le GMQ mesuré entre 5 et 11 jours apres le sevrage était plus
faible chez les animaux des conditions détériorées que ceux des
conditions optimales (Tableau 3, Article JAS). Les études utilisant un
modele de dégradation des conditions d’élevage comparable ont aussi
rapporté un plus faible GMQ pour les porcelets élevés en cages
individuelles en conditions détériorées apres le sevrage que pour ceux
élevés en conditions optimales (Le Floc’h et al. 2006; Pastorelli et al.
2012c; Pastorelli et al. 2012b).

4.1.1.2 Dégradation du GMQ des porcelets issus des élevages SAN-

de I’étude terrain

Le GMQ mesuré entre 26 et 47 jours d’age chez les porcelets
issus des élevages SAN- était inférieur a celui mesuré chez les
porcelets issus des élevages SAN+ ce qui confirme un effet du statut
sanitaire défavorable de 1’¢levage sur les performances. En effet, les
animaux issus des élevages GMQ- avaient un plus faible GMQ entre 5

et 19 jours aprés le sevrage que les porcelets issus des élevages
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GMQ+ (Figure 15, P < 0.05) ce qui était attendu. Au-dela du statut
sanitaire, nous avions également sélectionné des élevages avec des
performances moyennes en post-sevrage contrastées. Cependant, les
données dont nous disposions pour le GMQ 8-30kg moyen des
élevages provenaient de la Gestion Technique d’Elevage et nous
savions que ce GMQ 8-30 kg était bien souvent une estimation parce
que peu d’animaux sont réellement pesés au sevrage et au transfert en
engraissement. Par conséquent, ces résultats nous permettent de
valider notre classement selon les performances moyennes en post-

Sevrage.

4.1.1.3 Comparaison des performances entre I’étude en installation

expérimentale et I’étude terrain

Nous pouvons faire I’hypotheése que les plus faibles GMQ
observés entre 1 et 3 semaines apres sevrage dans I’é¢tude en
installation expérimentale par rapport a 1’étude terrain sont en partie
dus au plus faible poids de sevrage de ces porcelets. En effet, dans
1I’étude en installation expérimentale, le poids de sevrage des porcelets
sevrés a 28 jours d’age était inférieur a la moyenne des poids de
sevrage observés dans 1’étude terrain (7,52 vs 8,21, P < 0,05, Figure
16 et Tableau 5). Or, plusieurs études ont montré que le poids au

sevrage influencait le GMQ entre 27 et 63 jours d’age
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Tableau 5 : Résultats zootechniques et relevés de santé des études terrain et en

installation expérimentale.

Etude . . L.
. Etude installation expérimentale
terrain
Age au sevrage (jours) 28 28 28 21 21
Conditions d’élevages NA Optimales Détériorées Optimales Détériorées
N 288 16 16 16 16
Poids 2 jours avant sevrage 8.21 7.55 7.48 5.73 5.77
Poids 5 jours aprés sevrage 9.89 8.77 8.57 7.53 7.13
Poids 19 jours aprés sevrage 15.12 12.71 11.62 11.57 9.41
Nombre moyen de porcelet par
portées d’origine 2 jours avant 11.33 11.33 11.19 10.50 10.87
sevrage
Poids moyen de la portée 2 jours 755 297 3
avant sevrage
GMQ-2/5j 190 174 155 256 195
GMQ5/19 402 281 268 275 162
GMQR -2/5j 23.6 24.1 20.8 45.2 34.6
GMQR5/19j 40.5 32.8 26.0 35.8 22.6
% d’animaux ayant recu au moins un
traitement antibiotique entre 0 et 19 52 0 0 0 0
jours aprés sevrage
% d’animaux ayant eu au moins 1 jour
avec diarrhée entre 0 et 5 jours aprés NA 17 19 6 31
sevrage
- - p
% dé:r:limaux a\(ant eu de la diarrhée 6 17 12 6 25
le 5" jour aprés sevrage
% d’animaux ayant eu au moins 1 jour
avec diarrhée entre 0 et 19 jours NA 28 63 63 69
apres sevrage
o d’ani H A
% gmir_umaux a‘yant de la diarrhée le 10 0 12 6 6
197 jour apreés sevrage
Nombre moyen de jours avec
diarrhées entre 0 et. 19 jours apres NA 14 17 13 30
sevrage pour les animaux ayant eu au
moins un jour de diarrhées
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(Quiniou et al. 2002), ou entre 27 et 61 jours d’age (Bruininx et al.
2001). Dans cette derniere étude, il n’y a un effet significatif du poids
de sevrage sur le GMQ qu’entre 40 et 61 jours d’age mais pas sur le
début de la période de post-sevrage entre 27 et 40 jours d’age
suggérant ainsi un effet d’autant plus important avec 1’age (Bruininx
et al. 2001). Dans les deux études, nous avions pour objectif de
sélectionner des porcelets de poids moyen au sein de chaque portée.
Or, le poids moyen de portée était Iégerement supérieur dans 1’étude
terrain par rapport a 1’étude en installation expérimentale (7,55 vs 7,27
kg, P < 0,1, Tableau 5). D’autre part, dans 1’étude terrain, il s’avere
que nous avons sélectionné des individus plus lourds que le poids
moyen de leur portée (8,21 vs 7,55, P < 0,001).

Enfin, hormis ces différences de poids de sevrage, les
problemes cliniques observés durant la période de post-sevrage
pourraient contribuer a expliquer les différences de GMQ observées
dans nos deux études. En accord avec la littérature, les problémes de
santé observés sur les animaux expérimentaux de nos deux études ont
été majoritairement des diarrhées (Zimmerman et al. 2012). Par
ailleurs, nous avons montré dans cette these une réduction de GMQ en
post-sevrage pour les animaux ayant eu de la diarrhée (Figure 1,

Article JAS). Ceci est en accord avec les études conduites sur le
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terrain (Madec et al. 1998; Jensen et al. 2017) ou en installation
expérimentale (Montagne et al. 2012; Pastorelli et al. 2012c) qui
montraient également que les diarrhées étaient associées a des plus

faibles GMQ en phase de post sevrage.

4.1.2 Dégradation de la santé des porcelets en

environnement défavorable

4.1.2.1Dégradation de la santé dans I’étude en installation

expérimentale

4.1.2.1.1 Expression des diarrhées selon les conditions de sevrage

Dans I’étude en installation expérimentale, nous avons observé
davantage de diarrhées et un plus faible GMQ entre 5 et 19 jours apres
sevrage en conditions détériorées qu’en conditions optimales (Tableau
5). Le modéle de détérioration des conditions sanitaires d’élevage a
été initialement développé pour stimuler une réponse immunitaire
chez les porcelets sans avoir recours a I’inoculation par un agent
infectieux (Le Floc’h et al. 2006). De plus, il s’avere qu’il permet
d’induire davantage de diarrhées (Montagne et al. 2012; Pastorelli et
al. 2012c; Pastorelli et al. 2012b). Dans notre étude, nous avons
amplifie ce modeéle par un stress thermique au sevrage, une
augmentation de la densité animale et un mélange des animaux une
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semaine apres le sevrage. Ainsi, nous avons montré uniquement entre
5 et 11 jours apres le sevrage, que le nombre de porcelets ayant eu au
moins un jour de diarrhée était plus élevé en conditions détériorées
qu’en conditions optimales (56% vs 30%, P < 0,05). Par ailleurs, les
porcelets sevrés en conditions détériorées ont eu davantage de jours de
diarrhées entre 0 et 19 jours aprés le sevrage qu’en conditions
optimales (1,56 vs 0,74 jours, P < 0,01). Ces résultats sont en accord
avec les données de la littérature. En effet, dans les mémes
installations expérimentales, sur des porcelets sevrés a 28 jours d’age
mais logés en cases individuelles, des porcelets élevés en conditions
détériorées avaient eu davantage de diarrhées qu’en conditions
optimales (42% vs 29%) au cours des 5 jours suivant le sevrage
(Montagne et al. 2012).

4.1.2.1.2 Expression différentielle des diarrhées entre les porcelets

sevrés a 21 et 28 jours d’dge

L’¢tude en installation expérimentale permet de confirmer
qu’en plus des conditions environnementales, 1’age au sevrage est un
facteur important pour I’expression des diarrhées. En effet, le
pourcentage de porcelets sevrés & 21 jours d’age et ayant eu au moins
un jour de diarrhée entre 5 et 11 jours apres sevrage est plus grand que

pour les porcelets sevrés a 28 jours d’age (Annexe 11). De plus, entre
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0 et 19 jours apres sevrage, les porcelets sevrés a 21 jours d’age ont eu
en moyenne plus de jours de diarrhées que ceux sevrés a 28 jours
d’age (Article PLOS One). Ceci suggére un effet de 1’age au sevrage
sur ’expression de diarrhées. Dans une étude réalisée dans 106
¢levages, le sevrage a 21 jours d’age a été identifié comme facteur de
risque d’expression des diarrhées par rapport a un sevrage a 28 jours
d’age (Madec et al. 1998). En effet, la susceptibilité aux infections des
porcelets sevrés a 21 jours d’age est probablement plus grande que
celle des porcelets sevrés a 28 jours d’age (Wagstrom et al. 2000). Le
systéme immunitaire, en particulier au niveau intestinal, n’est pas
aussi développé a 21 qu’a 28 jours d’age. Il se structure
progressivement de la naissance jusqu’a sept semaines d’age ou son
organisation atteint celle d’un animal mature (Stokes et al. 2004). De
plus, la perte de I’intégrité de la barriere intestinale liée au sevrage est
plus prononcée chez des porcelets sevrés a 18 jours d’age par rapport
a des porcelets sevrés a 28 jours d’age (Smith et al. 2010). Or, une
association entre la perte de I’intégrité de la barricre intestinale, via
une diminution de I’expression des genes codant pour les protéines
des jonctions serrées, et 1’expression de diarrhées a été suggérée sur
des porcelets de 8 kg ayant été inoculés oralement par des E. coli
entérotoxinogenes (Gao et al. 2013).
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4.1.2.2 Santé des porcelets sevrés dans I’étude terrain

4.1.2.2.1 Facteurs expliquant le faible nombre de jours ou les

diarrhées ont été observées

L’observation des diarrhées dans I’¢tude terrain a été effectuée
quotidiennement et de facon individuelle par 10 éleveurs sur 16.
Nonobstant, nous avons décidé de ne retenir que les observations des
diarrhées réalisées lors des visites a 5 et 19 jours apres sevrage. En
effet, nous avons détecté des diarrhées chez des porcelets lors de nos
visites alors que, le méme jour, 1’éleveur n’avait parfois pas observé
de diarrhées sur ces mémes animaux. Nous pouvons tenter d’expliquer
cette différence d’observation. En effet, nous avons souhaité réaliser
cette étude dans plusieurs élevages commerciaux afin d’augmenter la
diversité des animaux échantillonnés. Aussi, les élevages ont été
sélectionnés sur des caractéristiques de statut sanitaire et de
performances moyennes mais pas sur I’engagement des €leveurs. Afin
de faciliter le travail d’observation des éleveurs, nous avions
rassemblé les animaux expérimentaux, identifiés individuellement a
I’aide de grandes boucles, dans une méme case de post-sevrage, et
nous avions mis a disposition de [I’éleveur un dispositif
d’enregistrement en lien avec une interface web (IPC, Zoetis).

Cependant, ces observations se rajoutaient au travail quotidien de
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I’¢leveur. Nous ne pouvons donc pas exclure que les éleveurs n’aient
pas eu suffisamment de temps a consacrer a la détection de signes
cliniques. Par ailleurs, 1’observation des diarrhées ayant été faite par
les éleveurs, ceci peut impliquer un biais li¢ a I’observateur dans la
caractérisation des diarrhées, celui-ci étant différent dans chaque
élevage. Nous aurions pu mettre en place un systéme de scoring des
diarrhées tel qu’il en existe dans la littérature (Pedersen et al. 2011;
Pedersen et Toft. 2011) avec une formation commune des
observateurs de chaque élevage. Néanmoins, ce sont des méthodes qui
demandent du temps de formation et d’observation, ce qui est
difficilement applicable en élevage. Enfin, les éleveurs ont observé les
diarrhées sans manipuler individuellement chaque animal comme
nous l’avons fait lors de I’étude en installation expérimentale. A
I’inverse, les observations cliniques effectuées le 5°™ et le 19°™ jour
apres sevrage, lors de nos visites, I’ont été dans les mémes conditions
que pour 1’étude en installation expérimentale : mémes observateurs,
avec une manipulation individuelle des animaux et une prise de
température corporelle qui facilitait la défécation des animaux et in

fine I’observation des féces.
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éme -

4.1.2.2.2 Etude du lien entre les diarrhées observées le 5" jour
apres le sevrage et lutilisation d’antibiotiques dans

I’étude terrain

Peu de diarrhées ont été observées le 5°™ jour aprés sevrage
dans I’étude terrain (Tableau 5). En effet, le pourcentage d’animaux
ayant eu des diarrhées le 5°™ jour aprés le sevrage était de 6% dans
I’étude terrain contre 15% dans 1’étude en installation expérimentale.
Nous pouvons faire I’hypothese que les traitements antibiotiques ont
réduit I’occurrence des diarrhées dans les élevages de 1’étude terrain.
En effet, alors qu’aucun porcelet de 1’étude en installation
expérimentale n’a regu de traitement antibiotique, prés de la moitié
des individus, issus de neuf élevages, a recu un traitement antibiotique
dans I’étude terrain (Tableau 5). Ces traitements étaient presque
exclusivement collectifs, administrés dans 1’eau, dans 1’aliment ou par
injection (Figure 17). Ainsi, le 5*™ jour aprés le sevrage, des porcelets
de six élevages recevaient des antibiotiques a visée digestive, dans
’aliment 1% 4ge, avec notamment pour spectre les E. coli. Ainsi, sur
les seize porcelets qui ont été observés avec une diarrhée le 5°™ jour
apres le sevrage, seulement deux I’ont été dans des élevages ou des

antibiotiques étaient administrés.

207



DISCUSSION GENERALE

m Sevrage EET Transition a7j

Lincomycine

e Colistine

Elevage9 3 0
Elevage 10 5 0
Elevage 11 0
Elevage 12 Amoxicilline Colistine 2

Doxyeycline Colistine
Apramycine S ne Triméthoprime

Doxyeycline Colistine

Traitement collectif ®  Traitement individuel Aliment médicamenteux

0 Nombre d'animaux ayant exprimé une diarthée

Figure 17 : Traitements antibiotiques administrés entre 26 et 47 jours d’age et diarrhées
observées a 33 et 47 jours d’age chez les porcelets de ’étude terrain (n=288 porcelets,
n=16 élevages). La couleur des lignes correspond a la catégorie d’élevage (rouge : GMQ-
SAN-, orange : GMQ-SAN+, jaune : GMQ+SAN- et vert : GMQ+SAN+ ; GMQ- : GMQ
8-30 kg faible, GMQ+ : GMQ 8-30 kg fort, SAN- : statut sanitaire défavorable, SAN+ :

statut sanitaire favorable)
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4.1.2.2.3 Utilisation des antibiotiques par les élevages GMQ+SAN+

de I’'étude terrain

Parmi les six élevages ou des antibiotiques ont été administrés
le 5™ jour aprés le sevrage, trois étaient des élevages GMQ+SAN+
qui, dans notre étude, ont les meilleures performances moyennes en
post-sevrage et aussi le statut sanitaire le plus favorable. A priori,
compte tenu de leur statut sanitaire favorable, ces élevages ne
devraient pas étre ceux qui ont le plus recours aux antibiotiques. La
qualification du statut sanitaire de 1’élevage, telle que nous 1’avons
faite, semble bien représenter la réalité du statut sanitaire des animaux.
En effet, la détermination du statut sanitaire des élevages, vis-a-vis de
cing maladies (SDRP, circovirose, actinobacillose a Actinobacillus
pleuropneumoniae, grippe et iléite a Lawsonia intracellularis), a été
faite sur la base des résultats d’analyses sérologiques, des observations
cliniques et des protocoles vaccinaux. Or, ces documents n’étaient pas
uniformément renseignés. Nous avons donc effectué des analyses
sérologiques individuelles des porcelets vis-a-vis du SDRP, de la
grippe, de I’actinobacillose a Actinobacillus pleuropneumoniae et de
la circovirose. Les données n’ont pas été présentées dans ce manuscrit
car leur analyse n’est pas terminée. Cependant, les premiers résultats

confirment le classement que nous avions fait sur la base du bilan
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sanitaire d’¢élevage. Par contre, ce statut sanitaire ne prend pas en
compte les troubles digestifs rencontrés en début de post-sevrage dans
la mesure ou il ne prend pas en compte de maladies induisant des
troubles digestifs en début de post-sevrage. Par conséquent, malgré
leur statut sanitaire favorable, nous ne pouvons pas exclure que ces
élevages aient eu par le passe des problémes digestifs récurrents
justifiant ~ D’utilisation  d’une  supplémentation  systématique
d’antibiotique dans ’aliment 1* age.

De plus, nous pouvons émettre I’hypothése que les éleveurs
des élevages GMQ+SAN+ avaient un profil les conduisant a avoir
davantage recours aux antibiotiques dans leur élevage. En effet, il a
été montré qu’il existait des déterminants psycho-sociaux a
I’administration des antibiotiques par les éleveurs. Ainsi, I’évaluation
du risque lié a la dégradation de la santé des porcs peut conduire
certains éleveurs a déclencher des traitements antibiotiques plus

précocément (Fortané et al. 2015).

4.1.2.3 Etude des diarrhées dans les études terrain et en installation
expérimentale
Les diarrhées ont été observées de maniére individuelle dans

les deux études. Elles ont été quotidiennes pour 1’étude en installation

expérimentale alors qu’elles ont été ponctuelles, uniquement le 5°™ et

210



DISCUSSION GENERALE
le 19°™ jour aprés le sevrage, pour I’étude terrain. Ces observations
ponctuelles ne permettent pas de décrire de fagon fiable 1’expression
des diarrhées sur les trois premieres semaines de sevrage. En effet, si
dans I’¢tude en installation expérimentale, le pourcentage d’animaux

5éme

observeés avec de la diarrhée le jour apreés le sevrage est similaire

a celui observé au cours des cing premiers jours de sevrage, le
pourcentage de porcelets observés avec de la diarrhée le 19°™ jour
aprés le sevrage est nettement inférieur au pourcentage d’animaux
ayant eu au moins un jour de diarrhée entre 0 et 19 jours aprés sevrage
(Tableau 5). Par conséquent, nous ne pouvons pas comparer

I’expression des diarrhées dans les deux études.
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4.2 Compréhension des réponses physiologiques

mises en place en environnement défavorable

Un ensemble de réponses physiologiques se met en place au
moment du sevrage chez le porcelet. Lorsque les conditions
d’environnement sont dégradées, le porcelet adapte ses réponses
physiologiques au nouvel environnement. Nous allons discuter dans
cette partie, a partir des données obtenues dans nos deux études,
différentes réponses physiologiques d’adaptation du porcelet lors d’un
sevrage en environnement défavorable. Les évolutions de chaque
variable biologique liée a 1’dge, au sevrage ou aux conditions

d’environnement dans nos deux études sont synthétisées en Annexe

12.

4.2.1 L’activation du systeme immunitaire est de plus
grande ampleur et plus rapide lors d’un sevrage en

environnement défavorable

La réponse inflammatoire consécutive au sevrage est bien
documentée dans la littérature. En effet, le sevrage induit une
altération de la muqueuse intestinale qui facilite le passage

d’antigénes ce qui est associé¢ a une réaction inflammatoire au niveau
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local (McCracken et al. 1999; Spreeuwenberg et al. 2001; Boudry et
al. 2004; Pie et al. 2004) qui induit, notamment, le recrutement des
monocytes et des neutrophiles sur le site inflammé. Les répercussions
peuvent étre systémiques comme le montre I’augmentation de la
concentration plasmatique en IL-1 deux jours apres un sevrage a 19
jours (McCracken et al. 1995) ou en protéines inflammatoires, telle
que I’haptoglobine sept jours aprés un sevrage a 30 jours d’age
(Sauerwein et al. 2007).

Les conditions détériorées de [1’étude en installation
expérimentale ont provoqué une activation plus importante du systéme
immunitaire que dans les conditions optimales. En effet, si la
concentration plasmatique en IgM a augmenté de la méme fagon
quelles que soient les conditions entre 9 jours avant et 5 jours apres
sevrage, elle augmente plus rapidement (entre 5 et 12 jours apres
sevrage) en conditions détériorées qu’en conditions optimales (entre 5
et 19 jours aprés sevrage). Les IgM sont les premiers anticorps
produits par les lymphocytes B lors d’une réponse immunitaire
primaire. La concentration plasmatique en IgM augmente une dizaine
de jour apres la premiére rencontre avec un antigéne impliquant une
réponse humorale (Male et al. 2012). Par conséquent, les différences
de cinétique de la concentration plasmatique en IgM observées 12

jours aprés le sevrage résultent de réponses immunitaires primaires
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initiées une dizaine de jour auparavant ce qui est concomitant avec le
sevrage et I’application des conditions contrastées d’élevage.

De plus, le nombre de neutrophiles circulants est resté stable
entre 9 jours avant et 5 jours aprés sevrage quelles que soient les
conditions d’élevage avant d’augmenter a partir de 12 jours apres
sevrage pour tous les animaux. Le nombre de neutrophiles circulants
était plus élevé 12 jours apres sevrage pour les porcelets en conditions
dégradées par rapport aux porcelets en conditions optimales. Les
neutrophiles sont des cellules immunitaires, d’une durée de vie de 2 a
3 jours, qui ont, entre autres, une activité de phagocytose (Male et al.
2012). Par conséquent, 1’augmentation du nombre de neutrophiles
circulants 12 jours aprés sevrage résulte d’une stimulation ayant eu
lieu entre 5 et 12 jours apres sevrage, donc aprés le sevrage et
I’application des conditions contrastées d’¢levage.

L’ensemble de ces indicateurs confirment que le sevrage induit
une inflammation et une plus forte activation du systeme immunitaire
en conditions dégradées. Par contre, la concentration plasmatique en
haptoglobine, une protéine de la phase aiglie qui est synthétisée en
grande quantité lors d’une inflammation (Eckersall et al. 1996), a
augmente, de facon transitoire, 5 jours apres sevrage quelles que
soient les conditions d’élevage. Les resultats obtenus avec des

porcelets sevrés a 28 jours d’age mais logés en cases individuelles en
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utilisant le méme modé¢le de détérioration des conditions d’élevage
montrent des concentrations plasmatiques en haptoglobine mesurées
aprés le sevrage identiques (Montagne et al. 2012; Pastorelli et al.
2012c) ou superieures (Le Floc’h et al. 2009; Le Floc’h et al. 2006) en
conditions détériorées par rapport aux conditions optimales. Par
conséquent, 1’haptoglobine n’est pas toujours un marqueur de
I’inflammation reproductible pour discriminer les deux conditions
d’¢élevage au moment du sevrage.

En accord avec 1’étude en installation expérimentale, les
données de I’étude terrain montrent également une plus forte
activation du systeme immunitaire des porcelets sevrés dans des
environnements défavorables. En effet, nous avons montré que les
porcelets des élevages de statut sanitaire défavorable SAN- avaient, 5
jours apres le sevrage, davantage de neutrophiles circulants et une
concentration plasmatique supérieure en IL-8 et TNF-alpha, deux
cytokines proinflammatoires que les porcelets des élevages de statut
sanitaire favorable SAN+.
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4.2.2 Le métabolisme protéique est transitoirement
modifié apres sevrage en environnement
défavorable: hypothese d’'une mobilisation des

réserves musculaires

Le métabolisme protéique a été modifié aprés le sevrage par
une mobilisation des réserves musculaires qui a été de plus grande
ampleur dans les environnements défavorables de nos deux études.
Nous avons utilis¢ 1'urée et la créatinine comme marqueurs du
métabolisme des acides aminés et des protéines musculaires
respectivement. L’urée est un produit de dégradation des acides
aminés dans le foie qui n’est donc pas spécifique de la dégradation des
protéines musculaires. La créatinine est le produit de la dégradation
non enzymatique, relativement constante, de la créatine dans le
muscle. La quantité de créatine présente dans les muscles est
proportionnelle a la masse musculaire (Wyss et Kaddurah-Daouk.
2000). La créatinine est ensuite excrétée dans 1’urine. En conséquence,
chez ’humain en bonne santé, I’excrétion quotidienne de créatinine
est relativement constante d’un jour a 1’autre, raison pour laquelle une
anomalie de la concentration en créatinine est communément utilisée
comme marqueur de pathologie rénale, notamment en médecine
humaine (Wyss et Kaddurah-Daouk. 2000). Malgré 1’accroissement
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de la concentration plasmatique en créatinine, nos animaux n’ont pas
pu avoir d’insuffisance rénale car il s’agit d’une pathologic qui
survient plutét chez I’adulte (Zimmerman et al. 2012). Nous avons
donc utilisé la créatinine dans nos études comme marqueur de la
mobilisation protéique musculaire.

Dans I’étude en installation expérimentale, les concentrations
plasmatiques en urée et en créatinine n’ont pas évolué apres le sevrage
chez les porcelets sevrés a 21 jours d’age. Nous comparerons donc les
données des porcelets sevrés a 28 jours d’age. Chez les porcelets
sevrés en conditions optimales, la concentration plasmatique en urée a
augmenté transitoirement tandis que la concentration plasmatique en
créatinine est restée stable entre 2 jours avant et 5 jours apres sevrage.
Par conséquent, davantage d’acides aminés ont été dégradés apres le
sevrage mais sans pouvoir affirmer que ces acides aminés provenaient
ou non d’une augmentation du catabolisme musculaire. Chez les
porcelets sevrés en conditions détériorées, les concentrations
plasmatiques en urée et en créatinine ont augmenté transitoirement
entre 2 jours avant et 5 jours aprés sevrage. Par conséquent, ces
augmentations transitoires traduisent probablement un plus fort
catabolisme des protéines musculaires qui a conduit a un

ralentissement de la croissance. En effet, en conditions détériorées,
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Conditions dégradées

CATABOLISME sevrage 28 jours ANABOLISME
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Figure 18 : Relations entre créatinine, urée et GMQ dans le cas du porcelet en croissance. Le sevrage

accroit vraisemblablement le catabolisme des acides aminés et celui des protéines musculaires
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Figure 19 : Distribution des aliments 1¢r et 2¢m 4ge dans Pétude en installation expérimentale selon

Page des animaux et selon leur 4ge au sevrage en conditions optimales (CO) ou détériorées (CD).
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nous avons observé un plus faible GMQ entre 5 et 11 jours apres le
sevrage qu’en conditions optimales, qui provient d’une diminution de
I’anabolisme protéique dans le muscle et/ou d’une augmentation du
catabolisme protéique (Figure 18). Par ailleurs, nous avons montré
une corrélation negative entre le GMQ mesure entre 2 jours avant et 5
jours apres sevrage et les concentrations plasmatiques en urée et en
créatinine. Les données de 1’étude terrain vont également dans le sens
de I’hypothése d’un plus grand catabolisme des protéines musculaires
en environnement défavorable. En effet, les porcelets élevés en
élevage SAN- avaient des concentrations plasmatiques en urée et en
créatinine plus élevées 5 jours apres sevrage que les porcelets issus
d’¢élevages SAN+.

Afin de Vérifier nos hypothéses, il conviendrait de mettre en
place une étude visant a mesurer le turnover protéique musculaire.
Pour ce faire, des méthodologies basées sur I’utilisation d’acides
aminés marqués nous permettraient de mesurer spécifiquement la
synthése des proteines dans le muscle (Rennie et al. 1994). La
dégradation des protéines musculaires peut étre estimée a partir de la
N-méthylhistidine. Il s’agit de I’acide aminé histidine qui est méthylé
uniquement lors la synthése de 1’actine dans le muscle. Lors de la

dégradation du muscle, la N-méthylhistidine est excrétée dans le sang
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et dégradée permettant ainsi d’estimer la dégradation musculaire (van
den Hemel-Grooten et al. 1998).

Dans 1’étude en installation expérimentale, nous avons
probablement involontairement davantage dégradé les conditions de
sevrage, par 1’alimentation, chez les porcelets sevrés a 28 jours d’age
par rapport aux porcelets sevrés a 21 jours d’age. En effet, 5 jours
apres le sevrage, les porcelets sevrés a 21 jours d’age et 28 jours d’age
ne consommaient pas le méme aliment (Figure 19). L’aliment 1% age
contenait 18.6% de protéines brutes et 2506 Kcal/Kg d’énergie nette
alors que I’aliment 2°™ age était composé de 17.0% de protéines
brutes et 2200 Kcal/kg d’énergie nette. Par conséquent, 5 jours aprés
le sevrage, les porcelets sevrés a 28 jours d’age ont consommé un
aliment moins riche en protéines brutes et en énergie que les porcelets
sevrés a 21 jours d’age ce qui peut probablement expliquer en partie

pourquoi ils ont davantage catabolisé de protéines musculaires.
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4.2.3 Les faibles réserves lipidiques n’ont pas permis
une augmentation de la mobilisation des AGL au

sevrage

Sous I’action du glucagon notamment, les acides gras libres
sont libérés des tissus adipeux. Les AGL sont donc des indicateurs de
la mobilisation lipidique. Les porcelets au sevrage ont de faibles
réserves lipidiques (Whittemore et al. 1981) ce qui limite leur capacité
a mobiliser leurs réserves sous forme d’AGL au sevrage. Plusieurs
études ont néanmoins montré une augmentation de la concentration
plasmatique en acides gras libres apres le sevrage (Bark et al. 1986;
Whittemore et al. 1981) et une diminution de la teneur totale en
lipides du porcelet (Whittemore et al. 1981) traduisant une
mobilisation lipidique. Dans I’étude en installation expérimentale, la
concentration plasmatique en acides gras libres est restée stable entre
9 jours avant et 19 jours apres sevrage pour tous les porcelets sauf les
porcelets sevrés a 21 jours d’age en conditions optimales chez qui la
concentration a augmenté de facon transitoire 5 jours aprés sevrage.
Par conséquent, nous ne retrouvons I’augmentation de la mobilisation
lipidique au sevrage mentionnée dans la littérature uniquement pour
un des quatre groupes expérimentaux sans avoir d’élements
d’explications pour ce groupe la. Le fait que la concentration

plasmatique en AGL n’ait pas augmenté au sevrage chez les porcelets
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de trois des quatre groupes expérimentaux pourrait s’expliquer par une
diminution des reserves lipidiques des porcelets liée a la sélection
génétique des animaux. En effet, les études citées ci-dessus ont été
réalisées dans les années 80. Depuis ces annees, la sélection génétique
des porcs est orientée vers la maximisation du taux de viande maigre
des carcasses ce qui a conduit a une réduction des dépots lipidiques
des animaux (IFIP. 2013).

4.2.4 Le statut oxydant du porcelet est plus fortement
dégradé lors d'un sevrage en environnement

défavorable

Dans nos deux études, nous avons évalué le statut oxydant a
I’aide de différents indicateurs. Les hydroperoxydes sont des produits
de I’oxydation des macromolécules (lipides, protéines et ADN) de
I’organisme par les radicaux libres (Halliwell et Gutteridge. 2015). La
capacité antioxydante du plasma mesure la capacité du plasma a
réduire du fer Fe** en Fe®. 1l s’agit de mesurer la capacité d’un
individu a faire face a I’oxydation provoquée par les radicaux libres
(Benzie et Strain. 1996). Les vitamines E et A sont des molécules qui
ont, entre entre, un role antioxydant. Enfin, I’index de stress oxydant
est le rapport entre la concentration plasmatique en hydroperoxydes et
la capacité antioxydante du plasma (Sharma et al. 1999).
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Dans les conditions optimales de 1’étude en installation
expérimentale, nous avons montré que les concentrations plasmatiques
en vitamine E et A des porcelets diminuaient tandis que la
concentration plasmatique en hydroperoxydes et la capacité
antioxydante du plasma restaient stables entre 2 jours avant et 5 jours
apres le sevrage. Dans les élevages SAN+ de I’étude terrain, la
concentration plasmatique en hydroperoxydes et I’index de stress
oxydant des porcelets ont augmenté tandis que les concentrations
plasmatiques en vitamines E et A ont diminué sans modification de la
capacité antioxydante entre 2 jours avant et 5 jours apres le sevrage
quel que soit le statut sanitaire de 1’¢levage. Ainsi, dans 1’étude en
installation expérimentale, en conditions optimales, nous pouvons
penser qu’il y a eu une augmentation de la production de produits
d’oxydation qui a conduit a la mobilisation des systémes de défenses
antioxydants, telle que la vitamine E, mais que I’organisme s’est bien
adapté et que les capacités de défense de I’organisme n’ont pas été
épuisées puisqu’il n’y a pas eu de diminution de la capacité
antioxydante du plasma. De nombreuses études ont montré la
diminution de la concentration plasmatique en vitamine E au sevrage
sans cependant montrer de lien avec les concentrations plasmatiques
en molécules oxydées (Mahan. 1991; Sivertsen et al. 2007; Wilburn et

al. 2008). Il n’existe pas a notre connaissance d’études analysant
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I’effet du sevrage sur la concentration plasmatique en vitamine A. Les
évolutions des concentrations plasmatiques en vitamines E et A ne
permettent pas d’estimer I’ampleur de 1’évolution des réserves en
vitamines E et A de 1’organisme dans les tissus adipeux notamment.
Ainsi, une mesure des concentrations en vitamines E et A dans
plusieurs tissus permettrait de vérifier ’hypothése d’une diminution
des réserves corporelles en vitamines E et A aprés le sevrage suggérée
par les évolutions de concentrations plasmatiques (Lauridsen et
Jensen. 2005). Contrairement aux porcelets des conditions optimales
de I’étude en installation expérimentale, les porcelets des élevages
SAN+ de I’étude terrain n’ont pas réussi a contenir 1’augmentation des
produits d’oxydation traduisant ainsi une dégradation du statut
oxydant. Cependant, cette dégradation du statut oxydant des porcelets
issus des élevages SAN+ ne S’est pas traduit par de moins bonnes
performances puisque le GMQ entre 5 et 19 jours aprés sevrage est
plus élevé que pour les porcelets des conditions optimales de 1’étude
en installation expérimentale.

Dans les conditions détériorées de I’étude en installation
expérimentale, nous avons montré que les concentrations plasmatiques
en vitamine E et A diminuaient entre 2 jours avant et 5 jours apres le
sevrage tandis que la capacité antioxydante du plasma des porcelets

diminuait et la concentration plasmatique en hydroperoxydes
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augmentait entre 2 jours avant et 12 jours aprés sevrage. Dans les
élevages SAN- de I’étude terrain, la concentration plasmatique en
hydroperoxydes et I’index de stress oxydant des porcelets ont
augmenté tandis que les concentrations plasmatiques en vitamines E et
A ont diminué sans modification de la capacité antioxydante entre 2
jours avant et 5 jours apres le sevrage. Par contre, nous avons montre,
5 jours apres sevrage, que les porcelets des élevages SAN- avaient une
plus forte capacité antioxydante, une concentration plasmatique plus
grande en hydroperoxydes, plus faible en vitamine E et A et un index
de stress oxydant plus élevé que les porcelets des élevages SAN+.
Ainsi, en environnement défavorable, I’ensemble de nos données vont
dans le sens d’une dégradation du statut oxydant du porcelet apres le
sevrage. Nous avons montré précédemment, qu’apres le sevrage en
conditions détériorées, le systeme immunitaire des porcelets était
davantage activé qu’en conditions optimales. Les augmentations de
I’activité métabolique d’un tissu et/ou de D’activité du systeme
immunitaire sont susceptibles d’augmenter la production de radicaux
libres (Halliwell et Gutteridge. 2015). Par conséquent, en conditions
déteriorées, nous pouvons émettre 1’hypothése que davantage de
radicaux libres ont ¢été produits et qu’ils ont endommagé les
macromolécules de leur environnement immediat produisant ainsi des

hydroperoxydes dont 1’accumulation a été détectable dans le plasma.
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En accord avec cette hypothese, des auteurs ont montré que les
concentrations plasmatiques en haptoglobine et en hydroperoxydes
mesurées 3 et 6 semaines aprés sevrage étaient corrélées, suggérant
ainsi une association entre inflammation et stress oxydant (Sauerwein
et al. 2005). Ces résultats suggerent que les porcelets éelevés en
environnement défavorable subissent davantage d’oxydation,
probablement en lien avec la plus forte activation de leur systeme
immunitaire décrite précédemment, mais qu’ils ne parviennent pas a
contenir la dégradation de leur statut oxydant car la concentration
plasmatique en produits d’oxydation augmente malgré la diminution
des réserves antixoydantes, telle que la vitamine E, et de la capacité

antioxydante.
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4.2.5 Conclusion

Dans nos deux études, nous avons montré que le systéme
immunitaire était davantage activé et le statut oxydant davantage
dégradé lorsque le sevrage avait lieu dans des environnements
défavorables (Figure 20). Nous avons vu dans la revue
bibliographique que 1’activation du systéme immunitaire et la réponse
au stress provoquait une augmentation de 1’oxydation provoquant
ainsi une dégradation du statut oxydant. Nous n’avons pas mesuré la
réponse au stress dans nos études. Cependant, nous avons observé
qu’aprés un sevrage en environnement défavorable nous observions de
facon concomitante une plus forte dégradation du statut oxydant, une
plus forte activation du systeme immunitaire, un ralentissement plus
important de la croissance et davantage de diarrhées. Par ailleurs, la
survenue de diarrhées provoque également un ralentissement de la
croissance qui est associé a la mobilisation des réserves corporelles de
I’animal. Ainsi, chez les animaux connaissant un ralentissement de la
croissance et exprimant des diarrhées, que nous pourrions qualifier de
peu robustes, nous observons de facon concomittante, une plus grande
activation du systeme immunitaire, une plus forte dégradation du

statut oxydant et une plus forte mobilisation des réserves corporelles.
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Figure 20 : Réponses physiologiques se mettant en place au sevrage du porcelet et

observées au cours des études terrain et en installation expérimentale
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4.3 Modele d’association entre robustesse du

porcelet au sevrage et variables sanguines

Dans la littérature publiée sur la robustesse, les auteurs se sont
attachés a definir conceptuellement la robustesse (Rauw et al. 1998;
Knap. 2005; Mormede et Terenina. 2012; Friggens et al. 2017), ou a
émettre des hypotheses sur les réponses physiologiques a la robustesse
(Theilgaard et al. 2007; Mormede et Terenina. 2012; Friggens et al.
2017) afin d’envisager la mise en place d’une sélection génétique
prenant en compte la robustesse ou d’identifier des individus ayant ou
non les caractéristiques liées a la robustesse. Par exemple, des auteurs
ont émis I’hypothése que les animaux ayant une forte activation de
I’axe corticotrope lors de la perception d’une situation de stress étaient
les plus robustes (Morméde et Terenina. 2012). Une sélection
divergente sur ce caractére a ensuite été appliquée puis différentes
études ont été menées sur ces deux populations de porcs. Cependant,
I’identification concréte, sur le terrain ou dans des expériences, de
porcs robustes n’a jamais été tentée. Ce travail de thése nous a permis
de décrire certaines réponses physiologiques mises en ceuvre par le
porcelet au sevrage et d’identifier des variables physiologiques
sanguines associées a la croissance du porcelet au sevrage. Nous

avons supposé que cette derniére reflétait bien la robustesse dans le
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cas du porcelet au sevrage. La précision de notre étude d’association
nous a permis de classer les individus dans la bonne classe de
robustesse dans 68% des cas. Cette tentative d’association entre
robustesse et variables sanguines n’a, a notre connaissance, pas de

précédent dans la bibliographie.

4.3.1 Justification du choix du GMQ relatif en tant
qu’'indicateur de la robustesse des porcelets en

post sevrage

4.3.1.1Le GMQ en post-sevrage est un élément important de la
robustesse au sevrage mais il résulte également des phases

de gestation et de lactation

Le GMQ en post-sevrage est un indicateur de la santé des
porcelets. En effet, nous avons montré dans notre étude en installation
expérimentale que les porcelets qui avaient exprimés des diarrhées sur
les deux premieres semaines de sevrage avaient eu un plus faible
GMQ que les porcelets n’en ayant pas eus. L’effet d’une dégradation
de la santé sur la diminution du GMQ des porcs de différents ages a
été montré dans de nombreuses études qui ont servi de base a une

méta-analyse sur le sujet (Pastorelli et al. 2012d).
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Cependant, le GMQ en post-sevrage est corrélé au poids de
sevrage. Dans notre étude terrain, nous avons montré une corrélation
entre le poids de sevrage et le GMQ entre 26 et 47 jours d’age (Figure
21, r=0,19). Ceci est en accord avec plusieurs études qui ont montré
une corrélation entre le poids de sevrage et le GMQ sur les 5
premiéres semaines de sevrage (Quiniou et al. 2002; Bruininx et al.
2001).

Or, le poids de sevrage est fortement corrélé au poids de
naissance et au déroulement de la lactation. En effet, Quiniou et al. ont
montré que le poids de naissance était corrélé au poids de sevrage
(r2=0.57) (Quiniou et al. 2002). De la méme facon, Huting et al. ont
montré que les porcelets de moins de 1,25 kg a la naissance avaient un
plus faible poids au sevrage a 28 jours d’age que des porcelets ayant
un poids moyen de plus de 1,50 kg a la naissance (Huting et al. 2017).

Par conséquent, le GMQ mesuré entre 26 et 47 jours d’age ne
permet pas d’estimer la robustesse du porcelet au sevrage de facon
satisfaisante puisqu’il est également, en partie, le reflet du
déroulement de la phase de lactation et de gestation. Par exemple, un
fort GMQ en post-sevrage peut étre le reflet d’une bonne adaptation
du porcelet au sevrage ou seulement résulter d’un poids de sevrage

¢levé. Par conséquent, nous avons propos¢ d’utiliser le GMQ relatif

231



DISCUSSION GENERALE
(GMQR), qui permet d’interpréter le GMQ en prenant en compte le

poids de sevrage.

4.3.1.2Le GMQR 26-47 permet de mesurer la performance de
croissance en post-sevrage en tenant compte du poids de

sevrage

Le GMQR 26-47 est le rapport entre le GMQ mesuré entre 26
et 47 jours d’age et le poids vif a 26 jours d’age. Contrairement au
GMQ 26-47, le GMQR 26-47 n’est pas corrélé au poids a 26 jours
d’age (Figure 22, r2=0.02). De la méme fagon, Huting et al. ont montré
que des porcelets nés légers ou lourds avaient un poids de sevrage et
des GMQR entre 28 et 61 et 61 et 88 jours décorrélés (Huting et al.
2017). Ainsi, avec un potentiel donné par leur poids de naissance au
départ, ces porcelets avaient exprimé des performances de croissance
comparables aux porcelets plus lourds, au regard du « capital poids»
dont ils disposaient au départ.

Nous pouvons illustrer la différence entre les deux variables en
prenant ’exemple de trois porcelets issus de 1’étude terrain avec des
GMQ 26-47 proches (Tableau 6). Pour ces trois individus, I’utilisation
du GMQ 26-47 comme indicateur de performances nous conduit a
considérer que ces porcelets se sont adaptés de la méme facon au

sevrage. Or compte tenu de
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Tableau 6 : Poids a 26 et 47 jours d’4dge et GMQ relatif entre 26 et 47 jours d’age (GMQR 26-47) pour
trois porcelets ayant des GMQ 26-47 proches dans Pétude terrain (GMQR 26-47 = GMQ 26-47/Poids

vifs a 26 jours d’age)

Poids a 26 jours GMQ 26-47 GMQR 26-47 Poids a 47 jours
Porcelets R . . R
d’age (kg) (s/jour) (s/iour/kg) d’age (kg)

Porcelet A 6,0 298 50 12,6
Porcelet B 7,6 305 40 14,3
Porcelet C 9,7 304 31 16,4
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Figure 22 : GMQ relatif entre 26 et 47 jours d’Age (GMQR 26-47 = GMQ 26-47/Poids vifs a 26 jours

d’age) selon le poids de sevrage dans P’étude terrain.
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son poids de sevrage élevé et du lien entre le GMQ et le poids de
sevrage, le porcelet C aurait di avoir un GMQ 26-47 plus élevé que le
porcelet A. Ceci suggere que le porcelet C s’est moins bien adapté au
sevrage que le porcelet A et ¢’est ce que nous permet de montrer le
GMQR 26-47, qui est de de 31 g/kg/jour pour le porcelet C contre 50
o/kg/jour pour le porcelet A.

4.3.1.3Le GMQR 26-47 prend en compte la santé du porcelet en

post-sevrage

Nous avons choisi de ne pas intégrer de données de santé dans
notre définition de la robustesse car nous avons considéré que les
observations cliniques dont nous disposions le 5°™ et le 19°™ jour
apres le sevrage n’étaient pas suffisantes pour évaluer 1’état de santé
du porcelet sur les premiéres semaines apres le sevrage. Cependant, le
GMQR 26-47 permet de prendre en compte la santé des porcelets
méme s’il en est un indicateur imparfait. En effet, dans 1’étude en
installation expérimentale, les porcelets qui ont eu des diarrhées 5 et
11 jours aprés sevrage avaient des GMQR plus faibles sur cette
période que les porcelets n’ayant pas eus de diarrhées (Tableau 7). Par
ailleurs, nous avons montré dans 1’étude terrain que les porcelets issus
d’élevages SAN- avaient de plus faibles GMQR entre 26 et 47 jours
d’age que les porcelets issus d’élevages SAN+. Cependant, un faible
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GMQR n’est pas toujours lié a des problémes de santé et un fort
GMQR a une absence de probleme de santé. En effet, I’expression de
performances de croissance résulte de multiples parameétres autres que
la santé tels que le potentiel génétique, la qualité¢ de 1’alimentation ou
le niveau d’ingestion (Black. 2009). Par conséquent, seule
I’intégration de données cliniques en complément des données de
performance permettrait de pleinement prendre en compte ces deux
composantes de la robustesse. Le calcul d’un index de robustesse
multicritere pourrait donc étre une approche intéressante a développer

ultérieurement.

Tableau 7 : GMQ relatif sur les trois semaines suivant le sevrage (GMQR = GMQ
/Poids vifs en début de période) selon expression ou non de diarrhées dans ’étude en

installation expérimentale.

GMQR (g/jour/kg)
Porcelets ayant exprimé 0 Porcelets ayant exprimé 1
p-value

jour de diarrhées jour ou plus de diarrhées

-2a4jours 32 25 <0,1
Période apres
5a11jours 24 12 <0,01
le sevrage
12 a 19 jours 35 33 ns
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4.3.2 L’équation d’association entre robustesse et
variables sanguines permet de définir quelques

caractéristiques du porcelet robuste au sevrage

Le mode¢le d’analyse du GMQR 26-47 du porcelet au sevrage
comprend des variables qui décrivent [Dactivité du systéme
immunitaire (monocytes et lymphocytes circulants a 26 jours d’age,
neutrophiles circulants et concentration plasmatique en IgM a 33 jours
d’age), la mobilisation des réserves corporelles (concentrations
plasmatiques en AGL et créatinine a 33 jours d’age) et la
concentration plasmatique en vitamine A. Ainsi, a partir de I’étude des
variables de ce modeéle, nous sommes en mesure de dégager quelques
caractéristiques du porcelet que nous définissons comme robuste au

sevrage.

4.3.2.1Caractéristiques avant le sevrage du porcelet robuste au

sevrage

Nous avons montré que le nombre de monocytes circulants a
26 jours d’age et la concentration plasmatique en IgM a 33 jours d’age
étaient négativement corrélés au GMQR 26-47. Ceci témoigne plutdt,
comme indiqué précédemment (partie 4.2), d’une plus faible
activation du systeme immunitaire en phase de lactation des porcelets

ayant un fort GMQR 26-47. Ceci est illustré par 1’effet statistique du
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statut sanitaire de 1’élevage sur ses trois variables physiologiques et
signifie que ces variables permettent de prédire une part de la
variabilité du GMQR en apportant de I’information relative au fait que
les porcelets ont été exposés a un environnement sanitaire défavorable
depuis la phase de lactation, que leur organisme a par le passé et
continue probablement encore au moment du sevrage a répondre a ces
agressions microbiennes, et que cela aura fort probablement un impact
sur leur croissance. Une association négative entre le nombre de
monocytes circulants et le GMQ a également été montrée chez des
porcs a I’engrais (Clapperton et al. 2005; Clapperton et al. 2008).
Néanmoins, ces auteurs suggeérent que cette association pourrait étre
génétique et non phénotypique, c’est-a-dire ne pas forcément refléter
uniquement un effet de 1I’environnement (Clapperton et al. 2009).

De plus, nous avons montré que le nombre de lymphocytes
circulants a 26 jours d’age était positivement corrélé au GMQR 26-47.
Les nombres de cellules immunitaires circulants et leur dynamique
d’évolution temporelle sont trés dépendants de la nature de 1’infection
a laquelle un animal est exposé. En effet, des auteurs ont montré que
les porcs d’élevages positifs pour le PCV2 avaient moins de
lymphocytes circulants que les porcs des élevages négatifs (Lopez-
Rodriguez et al. 2016). De plus, des cochettes ont également montré

une diminution du nombre de lymphocytes circulants lors d’une
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infection par le virus du SDRP (Ladinig et al. 2014). Par conséquent,
un faible nombre de lymphocytes circulants ne reflete pas forcément

une absence de stimulation du systéeme immunitaire.

4.3.2.2 Caractéristiques aprés le sevrage du porcelet robuste au

sevrage

Nous avons montré précédemment que notre modele
d’association entre le GMQR 26-47 et variables sanguines comprenait
quatre variables (concentrations plasmatiques en AGL, créatinine,
vitamine A et neutrophiles circulants mesurés a 33 jours d’age) qui
sont influencées par le statut sanitaire de 1’¢levage (Tableau 1 du
papier JRP). Mais nous avons aussi montré un effet de la classe de
GMQR intra élevage sur ces variables. Ce qui signifie qu’en plus
d’apporter de 1’information relative au statut sanitaire des animaux,
ces 4 variables refletent également des différences de potentiel de
croissance liées a d’autres caractéristiques que celles de
I’environnement car elles reflétent un avantage des animaux GMQR+
aussi bien en ¢élevage SAN+ qu’en élevage SAN-.

Le nombre de neutrophiles circulants a 33 jours d’age est
corrélé positivement au GMQR 26-47. 11 témoigne de I’activation du
systéme immunitaire apres le sevrage. En effet, les neutrophiles ont

une durée de vie de 2 a 3 jours et sont notamment mobilisés lors d’une
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réaction inflammatoire. Nous pouvons émettre 1’hypothése que les
porcelets qui sont en capacité de synthétiser et mobiliser rapidement,
un grand nombre de neutrophiles éliminent plus rapidement les agents
pathogenes au moment du sevrage.

Les concentrations plasmatiques en créatinine et en acides gras
libres a 33 jours d’age sont corrélées négativement au GMQR 26-47,
Nous avons émis 1’hypothése précédemment (partic 4.2) que la
concentration plasmatique en créatinine était un indicateur du
métabolisme protéique musculaire. Par conséquent, nous pouvons
suggerer que les porcelets ayant un fort GMQR 26-47 mobilisent
moins de protéines musculaires durant les cing premiers jours apres le
sevrage. De la méme facon, les porcelets qui ont une plus faible
concentration plasmatique en AGL cing jours apres le sevrage ont un
plus fort GMQR 26-47. Par conséquent, nous pouvons dire que les
porcelets ayant un fort GMQR 26-47 mobilisent moins leurs réserves
lipidiques que les porcelets ayant un faible GMQR 26-47.
Etonnament, la concentration plasmatique en urée a 33 jours d’age
n’est pas retenue dans le modéle de prédiction du GMQR alors qu’elle
est corrélée au GMQR 26-47 (Tableau 8). Comme, les concentrations
plasmatiques en créatinine et en urée a 33 jours d’age sont

significativement corrélées (r2=0,40), la concentration plasmatique en
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Tableau 8 : Coefficients r> de corrélation de Pearson entre le GMQ ou le GMQ relatif mesurés entre
26 et 47 jours d’dge (GMQR 26-47 = GMQ 26-47/Poids vifs a 26 jours d’age) et les concentrations
sanguines des variables physiologiques mesurées a 33 jours d’dge dans Pétude terrain. (* : P<0.05,

% P<0.01, **+* : P<0.001).

GMQ 26-47 GMQR 26-47

Hydroperoxydes (dAROM) -0,07*** -0,05%**
Capacité antioxydante du plasma (BAP) ns ns
Index de stress oxydant -0,07*** -0,03***
Vitamine E +0,02%** +0,02*
Vitamine A +0,11%** +0,09***
Urée -0,04%%* -0,06***
Créatinine ns -0,012***
Glucose ns ns
Acides gras libres ns -0,03**

_ * GMQSAN- * GMQ-SAN+ = GMQ+SAN- * GMQ+SAN+| |

3 | -
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Figure 23 : Représentation des GMQ relatifs individuels mesurés entre 26 et 47 jours d’4ge au sein

de chaque élevage dans P’étude terrain (GMQR 26-47 = GMQ 26-47/Poids vif a4 26 jours d’age) (16

élevages commerciaux, sevrage a 28 jours d’age, n=18 porcelets par élevage , GMQ- : GMQ 8-30kg
faible, GMQ+ : GMQ 8-30kg fort, SAN- : statut sanitaire défavorable, SAN+ : statut sanitaire

favorable)

240



DISCUSSION GENERALE
urée a probablement été éliminée du modéle lors de la procédure de
s¢lection des variables car elle ne permettait pas d’expliquer
davantage de variance du GMQR 26-47. L’ensemble de ces résultats
indique donc que les porcelets qui, dés les cing premiers jours apres le
sevrage, mobilisent peu leurs réserves protéiques et lipidiques, sont
des porcelets qui ont une bonne croissance relative sur les 19 premiers
jours apres le sevrage. Cette faible mobilisation est peut-étre
simplement le reflet d’une bonne ingestion d’aliment solide dés le 1%
jour aprés le sevrage, mais nous ne pouvons pas le verifier en
I’absence de données d’ingestion.

La concentration plasmatique en vitamine A a 33 jours d’age
est corrélée positivement au GMQR 26-47. La vitamine A est, entre
autres, une molécule antioxydante. Nous pouvons émettre 1’hypothése
que les porcelets qui ont les concentrations plasmatiques en vitamine
A les plus hautes a 33 jours d’age ont eu moins d’attaques radicalaires
et donc probablement moins eu besoin de puiser dans leurs réserves de
molécules antioxydantes. Une explication serait que les porcelets
ayant un fort GMQR 26-47 ont davantage de réserves antioxydantes
aprés le sevrage que les porcelets avec un faible GMQR 26-47.
Néanmoins, les concentrations plasmatiques en hydroperoxydes et en
vitamine E du plasma sont significativement mais faiblement corrélées

au GMQR 26-47 (Tableau 8) et elles ne sont pas différentes selon les
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classes de GMQR intra élevage. L’utilisation de la vitamine A
pourrait donc avoir eu d’autres causes que le contréle du stress
oxydant. En effet, la vitamine A joue également un réle majeur dans le
bon fonctionnement de 1I’immunité innée et acquise du tube digestif en
favorisant le maintien de [D’intégrit¢ de la muqueuse intestinale
(Quadro et al. 2000), I’expression par les cellules dendritiques de
récepteurs nécessaires a la domiciliation des lymphocytes B et T dans
le GALT (Mora et von Andrian. 2009; Iwata et al. 2004) et la
synthése d’IgA (Quadro et al. 2000). De plus, d’un point de vue
clinique, des études épidémiologiques ont montré qu’une déficience
en vitamine A chez le bébé favorisait la survenue de diarrhées
(Barreto et al. 1994) et que I’apport de vitamine A permettait une
meilleure restauration de 1’intégrité de la muqueuse intestinale apres la
survenue de diarrhées (Thurnham et al. 2000). Il n’y a pas d’études
sur I’éventuel role bénéfique de la vitamine A chez le porcelet.
Néanmoins, au vu des connaissances chez 1’humain, nous pourrions
imaginer qu’au moment du sevrage, la stimulation du GALT et les
atteintes a 1’intégrité mucosale conduisent a une augmentation de la
consommation de vitamine A, au point d’épuiser les réserves
hépatiques en vitamine A et de conduire a une chute de la
concentration sérique en vitamine A du porcelet. Chez les porcelets

montrant un GMQR bas, les plus faibles niveaux de vitamine A a 33
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jours pourraient refléter soit le fait qu’ils disposaient de plus faibles
réserves hépatiques de vitamine A avant le sevrage, soit qu’ils en ont
plus utilisé que les porcelets de fort GMQR parce que leur muqueuse

digestive a été plus challengée.

4.3.3 Prise en compte de I'’environnement dans I’analyse

de la robustesse

Dans notre étude, nous avons choisi de définir la robustesse du
porcelet au sevrage comme la capacité a avoir de fortes performances
et a étre en bonne santé quelles que soient les conditions
d’environnement. Par conséquent, le mode de prise en compte des
conditions d’environnement dans 1’¢tude d’association entre
robustesse et variables physiologiques nous semblait important. Nous
avons choisi d’échantillonner des porcelets issus d’environnements
que nous avons sélectionnés comme étant tres divers avec 1’objectif
d’avoir un gradient supposé de possibilités d’expression de la
robustesse. En effet, la sélection d’élevage avec des statuts sanitaires
et des GMQ 8-30 contrastés nous a permis d’échantillonner des
porcelets issus d’élevages ayant a priori une grande variabilité
d’envionnements, des plus favorables (GMQ+SAN+) aux plus
dégrades (GMQ-SAN-). Nous avons mesuré une grande variabilité de
GMQR dans notre population (Figure 23) et avons été capable
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d’expliquer 29% de la variance du GMQR 26-47 a partir de variables
sanguines mesurées sur ces animaux avant ou juste apres le sevrage.

Nous aurions pu faire le choix de ne sélectionner que des
porcelets issus d’élevages ayant des environnements dégradés. En
effet, certains auteurs ont émis [’hypothése que la robustesse
s’exprimait davantage lorsque I’environnement dans lequel évoluaient
les animaux était dégradé (Friggens et al. 2017). Ainsi, en suivant
cette hypothése, nous aurions maximisé nos chances d’identifier des
animaux robustes et donc d’identifier des variables sanguines
marqueurs de cette robustesse. Cependant, dans ce cas, nous aurions
analysé les données en définissant la robustesse comme ’expression
de fortes performances en bonne santé dans des environnements
défavorables et non plus quelles que soient les conditions
d’environnement comme nous 1’avons initialement définie. Ainsi,
réaliser cette analyse revient a émettre 1’hypotheése que les animaux
qui ont été identifiés comme robustes dans des environnements
dégradés le seront également dans des environnements favorables. Or,
nous ne savons rien de cette hypothése. Une étude, comparant les
performances de porcs en croissance issus de génétique européenne ou
ameéricaine élevés dans des environnements favorables ou dégradeés, a
montré que les animaux ayant le plus faible 4ge a 1’abattage en

environnement dégradé n’étaient pas issus de la méme génétique que
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ceux ayant le plus faible age a 1’abattage en environnement favorable
(Schinckel et al. 1999). Ceci suggére que 1’évaluation de la robustesse
dans des environnements défavorables uniqguement peut étre différente

d’une évaluation dans tous types d’environnements.

4.3.4 Précision du modele d’association entre

robustesse et variables physiologiques

A partir de la prédiction du GMQR, nous avons considéré que
les porcs robustes étaient ceux qui avaient un GMQR situé au dessus
de la médiane de leur élevage. Ainsi, I’équation de calcul du GMQR
gue nous avons présentée précédemment permet de classer dans 68%
des cas un animal dans la bonne classe de robustesse. Ce classement
n’a pas, & notre connaissance, de précédent dans la littérature, nous ne
pouvons pas comparer sa précision avec d’autres données publiées.
Un classement au hasard en utilisant la méme méthode permettrait de
bien classer les animaux dans 50% des cas. Aussi, hous avons ici un
modele qui nous permet de mieux classer les porcelets selon leur
robustesse que le hasard (P<0.001). A T’inverse, mal classer des
porcelets dans un tiers des cas semble finalement une erreur assez
grande. Il convient donc de s’attacher a tenter d’améliorer la précision

de notre modeéle.
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4.4 Perspectives de recherches

Au cours de ce travail de thése, nous avons identifié certaines
réponses physiologiques liées a la robustesse du porcelet au sevrage
ainsi que des marqueurs biologiques de ces réponses qui nous ont
permis de construire un modeéle d’association entre robustesse du
porcelet au sevrage et variables physiologiques. Plusieurs
perspectives, a court et moyen termes pourraient étre proposées a la

suite de cette these.

4.4.1 Exploitation de I'ensemble des données produites

pendant la these

L’ensemble des données générées pendant la thése telles que
les données de microbiote intestinal et de 1’expression de génes
impliqués dans la réponse immunitaire et la réponse de stress par les
cellules sanguines ne sont pas compléetement analysées et n’ont pas
encore été intégrées a I’analyse de la robustesse.

Nous pouvons émettre 1’hypothése qu’il existe des profils de
microbiote intestinal chez le porcelet avant le sevrage favorisant (ou
non) son adaptation au sevrage. Des études en installations
expéerimentales ont identifié des liens entre le profil de microbiote

intestinal et, la croissance d’une part, et les diarrhées d’autre part. En
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effet, les porcelets qui avaient un microbiote a 36 jours d’age
caractérise par une plus forte proportion relative de bactéries du genre
Prevotella, avaient un meilleur GMQ, apres sevrage, entre 29 et 70
jours d’age que les porcelets qui avaient un microbiote caractérisé par
une plus forte proportion relative de bactéries du genre Ruminococcus
(Mach et al. 2015). Une autre étude a montré que le microbiote des
porcelets ayant exprimé des diarrhées montrait une plus forte
abondance d’Entérobactéries et une plus faible abondance de
Bacteroidetes a 30 jours d’age, soit 8 jours avant I’expression clinique
de ces diarrhées (Dou et al. 2017). Néanmoins, ces associations
devront étre confirmées puisque ces deux études ont porté sur de
faibles effectifs d’animaux (respectivement n=31 et n=20).

La robustesse du porcelet au sevrage est susceptible d’étre
associee a différents profils d’expression de génes codant pour des
protéines impliquées dans la réponse au stress ou I’immunité. En effet,
nous avons montré dans nos études que le systéme immunitaire du
porcelet était stimulé au moment du sevrage. De plus, notre modéle
nous a permis d’associer la robustesse du porcelet au sevrage a une
moindre activation du systeme immunitaire pendant la phase de
lactation et a une activation 5 jours apres le sevrage. Par ailleurs, le
porcelet est soumis a de multiples facteurs de stress autour du sevrage.

En conséquence, I’étude de I’expression de geénes codant pour des
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protéines impliquées dans la réponse au stress ou la réponse
immunitaire pourrait permettre 1’identification de profils d’expression
associes a la robustesse du porcelet au sevrage. Ainsi, une étude, sur
des porcelets de 42 jours d’age, a montré que 65 genes codant pour
des protéines impliquées dans la réponse au stress ou la réponse
immunitaire étaient différentiellement exprimées dans les cellules
sanguines lors de la réponse a une injection d’ACTH (Sautron et al.
2015). Par conséquent, des différences d’expression de génes avant et
apres sevrage, selon le niveau de stress percu par le porcelet, sont
susceptibles de se produire.

L’intégration de ces nouvelles données dans la constitution du
modele d’association entre robustesse du porcelet au sevrage et
variables physiologiques permettra peut-étre d’améliorer la précision
du modele. De plus, avec I’appui de statisticiens, nous pouvons
envisager l’utilisation d’autres méthodes statistiques, comme par
exemple [I’utilisation des réseaux bayésiens ou une analyse
discrimante par la méthode des moindres carrés (PLS-DA), qui

permettront peut-étre d’améliorer la précision du modele.
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4.4.2 Validation des variables identifiées comme

associées a la robustesse du porcelet au sevrage

Dans tous les cas, les marqueurs biologiques identifiés devront
étre validés sur un autre jeu de données qui nécessitera la mise en
place d’une nouvelle expérimentation.

L’inclusion d’animaux issus d’¢élevages commerciaux ayant
des statuts sanitaires et des performances moyennes contrastés a
permis d’apporter une variabilité importante a notre échantillon. En
effet, un élevage constitue un environnement complexe avec
notamment un statut sanitaire qui influence, comme nous ’avons vu
(partie 3.3.3), les performances et la santé des porcelets au sevrage.
Les statuts sanitaires des installations expérimentales en porc sont
bien souvent plus élevés que le statut sanitaire des élevages sur le
terrain. De plus, il semble particulierement difficile de reproduire en
installations expérimentales des conditions de statut sanitaire et de
conduite d’¢élevage rencontrées sur le terrain. A 1’inverse, il est plus
aisé en installation expérimentale d’effectuer un nombre important de
mesures, de mettre en place des conditions d’élevages adaptées a la
compréhension de réponses physiologiques. Par conséquent,
I’utilisation des installations expérimentales et des élevages sur le

terrain semble complémentaire.
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Dans I’idéal, cette nouvelle étude devrait porter sur davantage
d’élevages et prendre en compte les diversités observées sur le terrain
en termes d’age au sevrage ou de génétique. Il serait particulierement
intéressant de reprendre les marqueurs qui ont été mesurés dans notre
étude et d’en ajouter de nouveaux, par exemple la N-methylhistidine,
qui permettrait de mieux explorer le catabolisme protéique
musculaire. De plus, nous pourrions envisager de mesurer d’autres
marqueurs biologiques, par des approches sans a priori telle que la
métabolomique ou la protéomique, ou comportementaux, ce qui nous
permettrait de compléter nos variables physiologiques. Par ailleurs, il
semble essentiel de reprendre les mémes points de prélévements que
ceux que nous avions dans notre étude, 2 jours avant et 5 et 19 jours
apres le sevrage afin d’étre en mesure de comparer les deux études.
Néanmoins, il serait peut-étre pertinent d’ajouter un point de
prélevement 12 jours apres le sevrage. En effet, nous avons vu dans
I’étude en installation expérimentale, qu’un certain nombre de
variables physiologiques, notamment les variables immunitaires,
étaient davantage affectées 12 jours aprés sevrage.
Enfin, il conviendra, dans les prochaines études, de mettre les
moyens humains permettant d’observer quotidiennement, et de facon
fiable, les signes cliniques des porcelets aprés le sevrage. Il s’agit

d’une donnée qui a manqué a notre étude. La récolte de ces données
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permettra d’intégrer la santé a la définition de la robustesse mais
nécessitera la création d’une variable synthétique combinant le GMQ

relatif et ’observation des données de santé.

4.4.3 Création d’'une variable synthétique décrivant la

robustesse

Nous pourrions imaginer moduler les données de GMQ relatif
en fonction des observations de santé. Nous avons défini le porcelet
robuste comme celui ayant de fortes performances en bonne santé
quels que soient les environnements dans lequel il est élevé. En
pratique, dans notre étude, nous pouvons faire I’hypothése qu’il s’agit
des individus ayant le meilleur GMQ relatif entre 26 et 47 jours d’age
sans problemes de santé au sein de chaque €élevage.

Dans notre étude de la robustesse, nous avons défini qu’au sein
d’un élevage, les individus qui avaient un GMQ relatif au-dessus de la
médiane de leur élevage étaient robustes. Nous avons choisi de ne pas
prendre en compte les données de santé car nous avons juge que les
observations cliniques individuelles quotidiennes faites par les
éleveurs n’étaient pas fiables et que les observations faites le 5°™ (33
jours d’age) et le 19°™ jour aprés sevrage (47 jours d’age) par les
expérimentateurs étaient fiables mais pas representatives de la santé

des animaux sur les trois semaines apreés le sevrage. Néanmoins, nous
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pouvons utiliser ces données pour illustrer la facon dont nous
pourrions calculer une variable synthétique décrivant la robustesse.
Ainsi, actuellement, dans notre étude, nous avons des individus que
nous avons qualifiés de robustes puisqu’ils ont un GMQ relatif mesuré
entre 26 et 47 jours d’age au-dessus de la médiane de leur élevage

mais qu’ils ont eu des diarrhées (triangles rouges pleins, Figure 24).
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Figure 24 : GMQ relatif mesuré entre 26 et 47 jours d’age au sein de chaque élevage de
Pétude terrain (GMQR 26-47 = GMQ 26-47 /Poids vif a 26 jours d’Age) . GMQR- : GMQ
relatif individuel mesuré en dessous de la médiane de son élevage, GMQR+ : GMQ
relatif individuel mesuré au dessus de la médiane de son élevage, E1: Elevage n°1,
diarrhée : diatrhée observée a 33 et/ou 47 jours d’age, pas de diarthée : pas de diarthée

observée a 33 et 47 jours d’age.
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Nous pouvons envisager de recalculer le GMQ relatif pour
chaque porcelet en le modulant par les observations de santé. Par
exemple, nous pourrions réduire le GMQ relatif des porcelets ayant eu
au moins un jour de diarrhée sur les trois premiéeres semaines de
sevrage en appliquant un coefficient multiplicateur de 0,5 au GMQ
relatif mesuré entre 26 et 47 jours d’age et conserver le GMQ relatif
des animaux sans diarrhée en applicant un coefficient multiplicateur
de 1.

GMQR 26-47 modulé = GMQR 26-47 mesuré x 0,5 (si diarrhées)

GMQR 26-47 modulé = GMQR 26-47 mesuré x 1 (si pas de
diarrhées)

Le calcul de ce nouveau GMQ relatif entre 26 et 47 jours d’age
permet de pénaliser les individus ayant eu au moins un jour de
diarrhée sur les trois premieres semaines de sevrage, qui ont un GMQ
relatif modulé en dessous de la médiane de leur élevage (triangles
rouges pleins, Figure 25) et qui ne sont donc plus qualifiés de robustes

selon nos critéres.
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Figure 25 : GMQR 26-47 modulé selon I’élevage. GMQR 26-47 modulé = GMQR 26-47
mesuré x 0,5 (si diarrhées sur les trois premiéres semaines de sevrage) et GMQR 26-47
modulé = GMQR 26-47 mesuré x 1 (si pas de diarrhées sur les trois premiéres semaines
de sevrage) GMQR- : GMQR individuel mesuré en dessous de la médiane de son
élevage, GMQR+ : GMQR individuel mesuré au dessus de la médiane de son élevage.

E1: Elevage n°1.

Cette méthode de modulation du GMQ relatif entre 26 et 47
jours d’age ne prend pas en compte la sévérité des diarrhées, en
termes de nombre de jours notamment, dans le coefficient
multiplicateur utilisé pour le calcul du GMQ relatif 26-47 modulé. En
effet, dans cet exemple, un coefficient de 0,5 est applique a partir d’un
jour de diarrhée quel que soit le nombre de jour total de diarrhées. Or,

nous pouvons penser qu’un individu qui aurait eu un seul jour de
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diarrhée sur les trois premiéres semaines de sevrage serait plus robuste
qu’un individu qui en aurait eu 15. Si cette sévérité n’est pas prise en
compte dans le coefficient multiplicateur, elle 1’est dans le GMQ
relatif 26-47 puisque nous avons montré qu’il était réduit lors de
problémes de santé. Par conséquent, nous pouvons penser qu’un
individu qui aurait eu 1 seul jour de diarrhée aurait un GMQ relatif
26-47 supérieur a celui qui aurait eu 15 jours de diarrhées sur les 3

semaines suivant le sevrage.

4.4.4 Etudes d’intervention permettant de mieux

étudier les réponses physiologiques au sevrage

Indépendamment de 1’étude de marqueurs de la robustesse, un
des objectifs de cette these était de tenter d’expliquer les réponses
physiologiques des porcelets soumis a différentes conditions de
sevrage. Nous avons vu précédemment que les marqueurs que nous
avions choisis nous ont permis d’émettre des hypothéses sur certaines
réponses physiologiques sans toutefois étre en mesure de les valider.

Il serait particulierement intéressant d’explorer plus en détails
le métabolisme protéique, notamment au niveau musculaire, chez le
porcelet au sevrage. En effet, nous avons émis I’hypothése d’une

modification du metabolisme protéique au moment du sevrage et lors
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de I’application de conditions détériorées de sevrage. Toutefois, les
marqueurs que nous avons choisis, la créatinine et 1’urée, ne nous
permettaient pas de vérifier I’hypothése d’une mobilisation des
protéines musculaires au sevrage. De plus, nous n’avons pas non plus
mesuré I’ingestion individuelle des animaux ni contr6lé le temps entre
le repas et le prelevement de sang, données qui sont particulierement
importantes dans ce genre d’étude. La meilleure compréhension du
turnover protéique, notamment au niveau du muscle, chez le porcelet
au sevrage permettrait de valider ou non notre hypothese.

La mobilisation des réserves adipeuses a jeun est un
phénomene bien connu et documenté dans la littérature. Toutefois,
dans notre étude en installation expérimentale, nous n’observons pas,
sauf pour les porcelets sevrés a 21 jours d’age en conditions
optimales, d’augmentation de la concentration en acides gras libres,
marqueurs de la mobilisation lipidique aprés le sevrage alors qu’elle
est décrite dans la littérature. Cependant, ces études ont été publiées
dans les années 80 et depuis les porcs ont été sélectionnés,
notamment, sur la production de muscle, réduisant probablement la
quantité de réserves adipeuses. Aussi, nous avons émis 1’hypothése
que les porcelets de notre étude avaient de faibles réserves adipeuses
qui ne leur ont pas permis d’augmenter le niveau de leur mobilisation

lipidique apreés le sevrage. Par conséquent, il conviendrait de mettre en
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place une étude permettant d’évaluer la quantité de réserves lipidiques
des porcelets au sevrage et donc leurs possibilités de mobilisation des

réserves.
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Les objectifs de cette these étaient d’identifier des réponses
physiologiques associées a la robustesse du porcelet au sevrage et de
prédire cette robustesse a partir de variables sanguines décrivant ces
réponses mesurées avant et aprés le sevrage. Nous avons défini la
robustesse du porcelet au sevrage dans cette étude comme la capacité
d’un porcelet a avoir de bonnes performances de production, en bonne
santé quel que soit I’environnement dans lequel il est élevé.

Nous avons mis en évidence que le statut oxydant du porcelet
se dégrade au moment du sevrage et qu’il est associé a la croissance et
la santé du porcelet aprés le sevrage. En conséquence, nous avons
identifié le statut oxydant comme une réponse physiologique associée
a la robustesse du porcelet au sevrage. De plus, nous avons montré
que le systeme immunitaire du porcelet était activé au moment du
sevrage. Par ailleurs, le métabolisme est fortement modifié apres le
sevrage et il est associé a la croissance et la santé du porcelet au
sevrage. En conséquence, nous avons identifié le métabolisme,
notamment protéique, comme une réponse associée a la robustesse du
porcelet au sevrage. Nous avons montré que les variables
physiologiques mesurées avant et aprés sevrage étaient fortement
influencées par le statut sanitaire de 1’élevage. De plus, en approchant
la robustesse par le GMQ relatif entre 26 et 47 jours d’age, nous avons

associé la robustesse du porcelet au sevrage a la mesure, 2 jours avant
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et 5 jours aprés sevrage, de variables sanguines décrivant I’activation
du systéeme immunitaire, le statut métabolique et la concentration en
vitamine A.

Cette association entre robustesse du porcelet au sevrage et
variables physiologiques n’a pas de précédent dans la littérature. Elle
permet, en 1’état actuel de classer les porcelets dans la bonne classe de
robustesse dans deux tiers des cas. L’intégration de nouvelles
variables physiologiques pourrait permettre d’améliorer a I’avenir la
qualitt du modele d’association entre robustesse du porcelet au
sevrage et variables physiologiques. De nouvelles études sont
nécessaires afin de valider les marqueurs biologiques qui ont été
identifiés dans cette étude, éventuellement d’améliorer la précision de
cette association et enrichir notamment avec des données cliniques la
définition de notre variable « robustesse ».

L’identification précoce des marqueurs de la robustesse au
sevrage pourrait permettre de mettre en place des soins ciblés aux
porcelets selon leur niveau de robustesse. A cet effet, il conviendra
d’orienter les efforts de recherche pour le développement et la mise en
place d’un outil de diagnostic de la robustesse utilisable sur le terrain.
L’utilisation d’un tel outil nécessite qu’il soit fiable et précis,

utilisable facilement et a faible colt et qu’il donne des résultats
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rapidement afin de permettre & I’éleveur de prendre les mesures
appropriées pour les animaux.

Par ailleurs, il parait particulierement pertinent d’étudier la
possibilité de sélectionner génétiquement des porcs sur la robustesse
au sevrage. A cet effet, lorsque les marqueurs de la robustesse auront
été validés, il conviendra d’étudier, avec I’appui de généticiens,
I’héritabilité de ces marqueurs afin d’envisager ou non une intégration

de la robustesse au sevrage dans les objectifs de sélection des porcs.
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Annexe 1: Oxidative stress as biomarker of piglet
health at weaning (ISANH 2016, Paris, France)

OXIDATIVE STRESS AS BIOMARKER OF PIGLET HEALTH AT WEANING
BUCHET, Arnaud (1); BELLOC, Catherine (2); MERLOT, Elodie (1)

1: PEGASE, Agrocampus Ouest, INRA, Saint-Gilles, France - Cooperl Arc Atlantique, Lamballe, France
2: INRA, UMR 1300 BioEpAR, Nantes, France
arnaud.buchet@rennes.inra.fr

Weaning leads to social, nutritional and housing changes for the piglet and challenges health. This study
assessed the opportunity to use biomarkers of oxidative stress to qualify piglet health. Piglets were weaned at 21
or 28 days of age in optimal (OC) or deteriorated (DC) conditions (n=16 per group). In OC post-weaning pens,
animals originating from 2 litters were housed by 4 in cleaned pens. In DC pens, animals originating from 4 litters
were housed by 8 in dirty pens. From 12 to 61 days of age, blood was collected for reactive oxygen metabolites
(dROM) and biological antioxidant potential (BAP) measurements, and pigs were weighed weekly. Average daily
weight gain (ADG) was lower in DC than OC pigs (P<0.001) and slowed down for 11 days after weaning. Greater
Oxidative Stress Index (OSI, dROM/BAP) was transiently observed 12 days after weaning compared to pre-
weaning levels for DC but not OC pigs (P<0.05) due to higher dROM (P=0.04) and similar BAP concentrations
(P=0.48). BAP concentration decreased (P<0.001) 19 days after weaning whatever conditions. OS| was
negatively (P<0.001) influenced by ADG.

In lusi conditions deteriorating piglets’ health at weaning without obvious clinical signs can
be detected by measuring oxidative stress status.

e Paris Redox World Congress 2016 — Copyright ISANH - JISANH - Volume 3 —Issue 1, 2016
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Annexe 2 : Effect of age and weaning on plasma
vitamine E concentration in pigs (ISANH 2017,
Paris, France).

EFFECTS OF AGE AND WEANING ON PLASMA VITAMIN E CONCENTRATION IN PIGS

BUCHET, Arnaud (1,2,3); BELLOC, Catherine (3); LE FLOCH, Nathalie (1); MERLOT, Elodie (1)

1: INRA, UMR 1348 PEGASE, Saint Gilles, France; 2: Cooperl Arc Atlantique, Lamballe, France
3: ONIRIS, INRA, UMR 1300 BioEpAR, Nantes, France

arnaud.buchet@inra.fr

We investigated the evolution of plasma vitamin E concentration [vit E] from birth to puberty in pigs. In trial A, 64 piglets
were weaned at either 21 or 28 days of age. In trial B, 288 piglets from 16 commercial farms were weaned at 28 days.
Blood was collected from 12 to 147 days of age in trial A, and at 26- (on sows and piglets) and 33-days-old (on piglets
only) in trial B. In both trials, a dramatic drop of [vit E] (P<0.001) was observed 5 days after weaning.

In trial A, this drop was similar whatever the age at weaning (P>0.05), after what concentration remained stable until 147
days of age. In trial B, [vit E] of 26-days-old piglets and their corresponding lactating sows were not correlated (P>0.05).
Before weaning, the high plasma [vit E] could be explained by the high vit E content in colostrum and milk leading to the
saturation of body fat reserves.

The drop at weaning could be explained by high antioxi qui bined to a low feed intake and decreased

activity of the enzymes involved in vit E absorption. The relatively low [vit E] thereafter suggests an incomplete

reconstitution of body reserves.

70 19* International Conference on Oxidative Stress ion, Redox is and Anti
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Effects of age and weaning on plasma vitamin E

concentration in pigs
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“UMR PEGASE, Agrocampus Ouest, INRA, 35590 Saint-Gilles, France, "Cooperl Arc Atlantique, BP 60238, 22403 Lamballe, France ‘BIOEPAR, INRA,
ONIRIS, BP 40706, 44307 Nantes, France

Introduction

Pig production has to combine the reduction of the use of antibiotics with inability and profitability. Currently, ibiotics are
mainly used on piglets after weaning (Collineau et al. 2016). In fact, weaning constitutes a source of social, emotional and nutritional
perturbations for the young piglet which could lead to health problems and which explain whv antibiotics are used. Weaning and health
problems lead to oxidative stress. Vitamin E, as antioxidant, is able to neutralize pi id lecules in the ism. However, the
kinetics of variation of the concentration of vitamin E around weaning remain unkown. The aim of this study was to investigate the
evolution of plasma vitamin E from birth to puberty.

Material and Methods

TRIAL A: Experimental unit TRIAL B: Commercial farms
4 batches of 16 animals: 288 animals from 16 farms and from 144 sows:
= Weaning at 21 or 28 days of age = Weaning at 28 days of age
= Deteriorated or optimal management conditions Blood sampling at 26 and 33 days of age
immediately after weaning Assay: Vitamin E (HPLC Chromsystems)

Blood sampling from 12 to 147 days of age
Assay: Vitamin E (HPLC Chromsystems)

Results
] _|+ AM;:::men Vit E concentration Age in days
pumol/L 26 33
e \ Mean 7.84 3.59
3. Min 0.17 0.81
5 ® I Max 21.15 12.60

TRIAL B: Evolution and amplitude of vitamin E
concentration in blood of piglets.

20 40 60 80 100 120 140

Ageindays
TRIAL A: Evolution and amplitude of vitamin E =
concentration in blood of piglets. No effect of management
conditions (P>0.05) or age at weaning (P>0.05).

VItE sow (umaliL)
5
T T T,

High blood concentration of vit E before weaning

a
T S S—

probably due to high absorption rate of vit E linked with & ¢

fat content of milk (Kayden and Traber, 1993, Moreira

and Mahan, 2002) and saturation of body reserve Q- T T
(Lauridsen and Jensen, 2005). 0 5 10 15 20

No influence of blood concentration of vit E of sows on
blood concentration of vit E of piglets at the end of

Vit E piglet (umolL)

lactation period (26 days of age). TRIAL B: At 26 days of age, no correlation between blood
» High decrease at weaning whatever age at weaning or concentration of vitamin E of sows and their piglets (P>0.05)

management conditions probably due to use as

antioxidant (Halliwell and Gutteridge, 2015), maturation CO n Cl us I on

of immune system (Lauridsen and Jensen, 2005),
decreased feed intake and decreased absorption rate of ) o o o
vit E (Kayden and Traber, 1993, Lauridsen, 2001). s The evr{lutnon o.f wtamlr\ EAI‘S mainly |‘mpa.cted by weaning |Sself
= There is a high variability of vitamin E concentrations,
especially before weaning

INRA niris 3,

Arc Atlantique ToieNutorse Nk Mlaice

ey imertre e e
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Annexe 3 : Evolution du statut oxydant du porc en
croissance et focus sur PI’influence de la consuite au
sevrage (JRP 2017, Paris, France)

2017. Journées Recherche Porcine, 49, 189-194.

Evolution du statut oxydant du porc en croissance
et focus sur I'influence de la conduite au sevrage

Arnaud BUCHET (1, 2, 3), Catherine BELLOC (3), Jean-Noél SIALELLI (4), Anne LACOSTE (2), Elodie MERLOT (1)

(1) UMR PEGASE, Agrocampus Ouest, INRA, 35590 Saint-Gilles, France
(2) Cooperl Arc Atlantique, BP 60238, 22403 Lamballe, France
(3) BIOEPAR, INRA, ONIRIS, BP 40706, 44307 Nantes, France
(4) SELAS Vétérinaire Hunaudaye, 22640 Plestan, France

arnaud.buchet@inra.fr

Avec la collaboration technique de Daniel BOUTIN, Bernard CARRISSANT, Raphaél COMTE, Sophie DARE,
Josselin DELAMARRE, Hervé DEMAY, Bruno DUTEIL, Fabien GUERIN, Philippe KNAPEN, Adélaide LECORGNE et
Michel LEFEBVRE, Henry RENOULT, Patrice ROGER, Yannick SUREL, Frangoise THOMAS et Patrick TOUANEL (1)

Evolution du statut oxydant du porc en croi et focus surl dela ite au sevrage

Le sevrage est source de perturbations sociales, nutritionnelles et environnementales pour le porcelet et compromet sa santé. Cette
étude vise a évaluer les effets de I'dge ainsi que de diverses conditions de sevrage sur le statut oxydant du porcelet. Les porcelets
ont été suivis de 12 a 147 jours d’dge, sevrés a 21 ou 28 jours dans des conditions optimales (CO) ou détériorées (CD) (n=16 par
groupe). Les porcs ont ensuite été logés en conditions standards de 62 jours d’dge jusqu’a |'abattage. De 12 a 147 jours d’age, les
produits d’oxydation (dROM) et |a capacité antioxydante (BAP) ont été dosés dans le plasma. Le gain moyen quotidien (GMQ) a été
plus ralenti entre 4 et 10 jours aprés sevrage pour les porcelets CD que CO (P<0,001). Les porcelets CD ont présenté davantage de
joursavec de ladiarrhéeentre 0 et 19 jours aprés sevrage que les porcelets CO (P<0,01). L'Indice de Stress Oxydant (1SO, dROM/BAP)
aaugmenté en CD mais pas en CO 12 jours aprés sevrage (P<0,01) par une augmentation des dROM (P =0,05) et une diminution du
BAP (P<0,05). Les porcelets ayanteu aumoins un jour de diarrhée entre le sevrage et 19 jours aprés sevrage ont eu un I1SO plus grand
(P<0,001) et davantage de dROM (P<0,01) 12 jours aprés sevrage. Par la suite, I'lSO des porcs augmente graduellement avec I'dge
(P<0,001). En conclusion, au sevrage, I'ISO se révéle étre un indicateur pertinent de santé du porcelet puisqu'il évolue de fagon
associée avec la fréquence des diarrhées et le ralentissement de la croissance en conditions détériorées. L'établissement de valeurs
de références semble nécessaire afin de permettre une meilleure interprétation du statut oxydant.

Evolution of the oxidative status of growing pig and focus on the influence of management at weaning

Weaning is a source of social, nutritional and environmental disorders for piglet and challenges its health. This study aims to assess
effects of age and management conditions at weaning on the oxidative status of piglet. Piglets were included in the study from 12
to 147 days of age, weaned at 21 or 28 days of age in optimal (OC) or deteriorated (DC) conditions (n=16 per group). Pigs were then
housed in standards conditions from 62 days of age to slaughter. From 12 to 147 days of age, oxidative products (dROM) and
antioxidant capacity (BAP) were measured in plasma. Average daily weight gain (ADG) was more reduced between 4 and 10 days
after weaning for DC than OC piglets (P<0.001). DC piglets exhibited more days with diarrhea between 0 and 19 days after weaning
than OC piglets (P<0.01). Oxidative stress Index (OSI, dROM/BAP) increased for DC but not for OC piglets 12 days after weaning
(P=0.003) due to a dROM increase (P=0.05) and a decrease of BAP (P<0.05). Piglets which had at least one day with diarrhea between
0and 19 days after weaning had higher OSI (P<0.001) and more dROM (P<0.01) 12 days after weaning. Later on, 05! of pigs increased
gradually with age (P<0.001). In conclusion, at weaning, OSI seems to be a good marker of piglet’s health as it is associated with
frequency of diarrhea and reduction of growth in deteriorated conditions. The establishment of reference values seems necessary
in order to be able to give a better explanation of oxidative status.
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INTRODUCTION

La production porcine doit concilier la réduction de I'utilisation
des antibiotiques, le bien-étre animal et la rentabilité.
Actuellement, les porcelets en post-sevrage recoivent la
majorité des antibiotiques utilisés en production porcine
(Hemonic et al, 2013). Au sevrage, le porcelet subit de
nombreux facteurs de stress et parfois des conduites d’élevage
détériorées qui peuvent favoriser la survenue de troubles de
santé et justifier I'emploi d'antibiotiques (Funderburke et
Seerley, 1990 ; Pluske et al, 2003 ; Weary et al, 2008). Le statut
oxydant a été proposé comme marqueur de |'étatde santé d’un
porcelet en post-sevrage (Sauerwein et al, 2005). Le stress
oxydant résulte d'un déséquilibre entre la production de
molécules pro-oxydantes et leur neutralisation par des
molécules antioxydantes. Les molécules pro-oxydantes sont
produites principalement par la chaine respiratoire et par
I'activité du systéeme immunitaire. De nombreuses molécules
endogénes (SOD, catalase, glutathion péroxydase) ou exogénes
i E, vitamine A, sélél ) ont un pouvoir d;

ANNEXES

1.2. , prélé et de i

Les animaux ont été pesés chaque semaine de 12 a 61 jours
d’age puis a 88, 119 et 147 jours d’age. Les matiéres fécales ont
été observées idi it et individuell: du sevrage
a 61 jours d'age et qualifiées de normales ou diarrhéiques.

La totalité des porcelets (n=66) a été prélevée a chaque
prélévement sanguin jusqu’a une semaine aprés sevrage puis a
88, 119 et 147 jours d’dge. D’une semaine aprés sevrage a 61
jours d'age, la moitié des porcelets (n=32) a été prélevée a
chaque journée de collecte, afin de limiter la fréquence des
prélévements subis par chaque individu. Les prélévements ont
été effectués a la veine jugulaire dans deux tubes de 5mL
(Terumo, Japon) contenant de I'héparine. Les tubes ont été
centrifugés a3000g pendant 15 minutesa 4°C et le plasma a été
stocké a -20°C jusqu’aux analyses.

La concentration en espéces réactives a I'oxygéne (ROS) a été
mesurée par spectrophotométrie, a I'aide d’un kit commercial
(Test dROM, Diacron, Grosseto, Italie), sur un analyseur

(Halliwell et Gutteridge, 2015 ; Kohen et Nyska, 2002). Plusieurs
études ont montré, chez le porc, une augmentation du stress
oxydant au sevrage (Casamassima et al, 2013 ; Corino et al, 2007
; Pastorelli et al, 2012 ; Robert et al, 2009 ; Sauerwein et al, 2005
; Sauerwein et al, 2007). Cependant, les effets de la conduite au
sevrage sur I'évolution du stress oxydant n"ont pas été explorés.
L’ objectif de cette étude estd’analyser les effets du sevrage etde
la conduite au sevrage sur |'évolution du statut oxydant autour
du sevrage d'une part, puis jusqu’a I'abattage d'autre part.

1. MATERIEL ET METHODES

1.1. Dispositif expérimental

Cet essai a été mené a la station expérimentale INRA de Saint
Gilles (35) et approuvé par le comité rennais d’éthique en
expérimentation animale (autorisation n®2015070815295 160).
Des porcelets Piétrain x (Large White x Landrace) (lignées
NUCLEUS, n=66) agés de 12,3 0,5 jours (3,8 0,9 kg) ont été
intégrés a I'étude. ls étaient issus de 12 portées sélectionnées
au hasard. Afin de dissocier les effets de |'dge et du sevrage, six
portées ont été sevrées a 21 jours d'dge et les six autres a 28
jours. Pour chacune de ces portées, un nombre égal de
porcelets a été sevré dans des conditions optimales ou
détériorées. Dans les conditions optimales (CO), 16 miles
entiers et 18 femelles étaient logés par quatre, dans une salle
de huit cases (1,2 x 1,3 m) chauffée a 28°C et préalablement
lavée et désinfectée. La transition des porcelets CO de I'aliment
1 dge vers le 2°° age s'est faite progressivement sur trois
jours. Dans les conditions détériorées (CD), 16 miles entiers et
16 femelles étaient logés par huit, occupant quatre cases d’'une
salle de huit cases (1,2 x 1,3 m) chauffée a 28°C. Cette salle n'a
été ni lavée ni désinfectée aprés le passage de la bande
précédente. Au sevrage, les porcelets CD ont subi un stress
thermique de quatre heures a 20°C avant leur entrée en post-
sevrage. Une semaine aprés sevrage, quatre porcelets de
chaque case ont été déplacés vers quatre cases vides et quatre
porcelets hors-étude ont été ajoutés dans chacune des huit
cases. Le changement de I'aliment 1* dge vers le 2™ ige des
porcelets CD s’est fait sans transition. A 61 jours d'dge, les
porcelets (21,8 +5,1 kg) ont été transférés dans des conditions
d’élevage standards jusqu’a I'abattage.

Aucun traitement antibiotique n’a été utilisé durant I'étude.
Deux porcelets sont morts la premiére semaine aprés sevrage
en conditions optimales suite a des diarrhées.
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q! (Konelab, Thermo). Ce test mesure la
concentration en hydropéroxydes tel que le peroxyde
d’hydrogéne généré par |'oxydation des lipides, des protéines
ou des acides nucléiques. Dans ce test, les hydropéroxydes de
I"échantillon (2uL), en présence du fer libéré par les protéines
plasmatiques sous l'action d'un tampon acide (100puL),
produisent des radicaux alkoxyles et péroxyles qui oxydent a
leur tour un substitut d’amines aromatiques
(N,Ndietylparaphenylendiamine, 1pL) produisant un dérivé de
coloration rose détectable a 505 nm (Alberti et af, 1999).
L’absorbance est lue toutes les 98 secondes pendant 980
secondes a 505 nm. Les résultats sont exprimés en CARRU
(Carratelli Unit, 1 CARRU=0.08 mg H,0,/100mL d’échantillon).
Les antioxydants ont été mesurés par la détermination de la
capacité antioxydante du plasma (Test BAP, Diacron, Grosseto,
Italie) sur un i Thermo).
L'échantillon (SpL) est ajouté a une solution contenant du
chlorure de fer et un dérivé de thiocyanate (210pL). Uintensité
de la décoloration refléte la capacité du plasma a réduire les
ions ferriques en ions ferreux. Le potentiel cumulé de nombreux
antioxydants est mesuré par ce test tels que |'acide urique,
'acide ascorbique, les protéines, I'alpha-tocophérol ou la
bilirubine (Benzie et Strain, 1996). Les résultats sont exprimés
en pmol/L d’équivalent vitamine C, utilisée comme agent de
référence de réduction du fer.

UIndex de Stress Oxydant (ISO) a été calculé par le ratio
dROM /BAP (CARRU/(umol/L de Vit C) tel que proposé par
(Sharma et al, 1999).

1.3. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées sur le logiciel R (R
Core Team, 2015). L'effet de I'dge de 12 & 147 jours a été
analysé par un modéle mixte avec la fonction Imer du package
Ime4 (Bates et al, 2014) avec I'age en effet fixe et le porcelet en
données répétées, sans inclure les effets de la conduite et de
|"dge au sevrage. Pour analyser I'effet du sevrage, les données
ont été centrées par rapport a la date de sevrage. L'analyse de
I'effet du temps relativement a la date de sevrage, de la
conduite et de I'dge au sevrage et I'analyse de I'effet de
I'expression des diarrhées ont été réalisées avec la fonction
Imer du package Ime4 avec le porcelet en données répétées.
Pour toutes les analyses, les comparaisons post-hoc ont été
conduites avec le test de Tukey en utilisant la fonction c/d du
package Ismeans (Lenth, 2015)
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2. RESULTATS

2.1. Evolution des paramétres du statut oxydant pendant la
phase de croissance

Quels que soient la conduite et |'dge au sevrage, la
concentration  plasmatique en dROM a augmenté
transitoirement de 633 CARRU a 26 jours d’age a 716 CARRU a
33 jours d'age puis de facon continue jusqu’a 147 jours d’age
(1049 CARRU, Figure 1). La capacité antioxydante a diminué de
2560 pmol/L d’équivalent vitamine C a 26 jours d’dge 3 2378 3
47 jours d’dge puis s’est stabilisée au niveau d’avant sevrage
avant de remonter légérement a 147 jours d’age (2651 umol/L
d’équivalent vitamine C). En conséquence, I'ISO a suivi
I'évolution  des hydropéroxydes passant de 0,25
CARRU/(umol/L) a 26 jours d'dge a 0,30 a 33 jours d'ge et a
augmenté avec I'dge jusqu’a 0,40 CARRU/(umol/L) 4 147 jours
d'age.

g
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Figure 1- Evolution de la concentration plasmatique
en hydropéroxydes (dROM) et de la capacité antioxydante
du plasma (BAP) de 12 4 147 jours d’dge chez le porc. Pour

chaque dosage, les points n"ayant pas de lettre en commun
ont des valeurs significativement différentes (P<0,05).

2.2. Effet du sevrage et de la conduite sur les paramétres du
statut oxydant

Le GMQ a été fortement ralenti au sevrage, quelle que soit la
conduite, par rapport au GMQ de la semaine précédente
(Tableau 1). Le GMQ des porcelets a été plus faible entre cing
et 11 jours aprés sevrage pour les conditions détériorées
comparées aux conditions optimales (104 vs 204 gfjour,
P<0,05). Cependant, 3 aucun moment, le poids n'a été
significativement différent entre les porcelets CO et CD.

Quel que soit I'dge au sevrage, la capacité antioxydante du
plasma a diminué et la concentration en hydropéroxydes a
augmenté entre deux jours avant et 12 jours aprés sevrage chez
les porcelets sevrés avec une conduite CD (P<0,05) mais pas
avec la conduite CO (P>0,1, Tableau 1). Quel que soit I'dge au
sevrage, I'SO a suivi I'évolution des dROM avec un ISO
significativement plus élevé 12 jours aprés sevrage pour les
porcelets CD que pour les porcelets CO par rapport a 'ISO 2
jours avant sevrage (Figure 2).

Entre zéro et 19 jours aprés sevrage, les porcelets des
conditions détériorées ont eu en moyenne plus de jours avec
diarrhées qu’en conditions optimales (1,56 +1,64 contre 0,59
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+0,74 jours, P<0,01). Parmi les animaux qui ont eu au moins un
jour de diarrhée entre zéro et 19 jours aprés sevrage, les
porcelets CD ont eu en moyenne des diarrhées pluslongues que
les porcelets CO (2,38 1,46 contre 1,33 + 0,49 jours, P<0,05).
Les animaux ayant eu au moins un jour de diarrhée ont connu
une augmentation de leur concentration en dROM et de leur
I1SO 12 jours aprés sevrage mais pas les animaux n'ayant eu
aucun jour dediarrhée (786 vs 642 CARRU pour le dROM et 0,35
vs 0,26 CARRU/umol/L pour I'OSI, P<0,05) par rapport a leur
niveau d'avant sevrage. Il ny a pas eu dedifférences d’évolution
de la capacité antioxydante autour du sevrage ou de GMQentre
les animaux ayant présentés au moins un jour de diarrhée et les
autres (Tableau 2).
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Figure 2 - Evolution de I'index de stress oxydant (ISO) selon
I'dge et la conduite (CO : conditions optimales, CD : conditions
détériorées) autour du sevrage chez le porcelet (pour chaque

groupe, les étoiles indiquent des différences significatives
(P< 0,05) par rapport a la valeur 2 jours avant sevrage).

3. DISCUSSION

Les effets de I'dge sur 'augmentation des produits d’oxydation
chez des individus en croissance ne sont pas décrits dans la
littérature. A notre connaissance, il s'agit ici de la premiére
étude explorant le statut oxydant en cinétique d'un jeune

de la période né le ala puberté. Par contre, les
effets du vieillissement sur I'augmentation des produits
d’oxydation chez I'homme adulte sénescent sont bien
documentés. Avec I'dge, il y a une augmentation des dommages
causés aux macromolécules (lipides, protéines et ADN) qui
provoquent une perte des fonctions cellulaires de I'organisme
(Halliwell et Gutteridge, 2015). Ce phénoméne a été montré
chez I'adulte dans de nombreuses espéces (ovin: (Casamassima
et al, 2013) ; lapin : (Oriani et al, 2001), liévre : (Palazzo et al,
2011) ou humain (Finkel et Holbrook, 2000)). L'augmentation
des produits d'oxydation dans notre étude chez des individus
en croissance répond donc peut-étre a la méme cause que
I due au vieilli observée chez I'adulte
sénescent.

Les valeurs absolues observées pour la concentration en
hydropéroxydes avant le sevrage (633 CARRU) sont au-dessus
des valeurs observées chez les porcelets avant sevrage dans
d’autres études: 495 CARRU a 20 jours d’age (Sauerwein et al,
2007), 366 CARRU a 23 jours d’dge (Sauerwein et al, 2007),
400 CARRU a 24 jours d’dge (Pastorelli et al, 2012) ou 350
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CARRU & 28 jours d’dge (Corino et al, 2007). Il n'existe
actuellement pas de valeurs de référence permettant de

qualifier la concentration usuelle d’hydropéroxydes chez le
porcelet avant sevrage.

Tableau 1 - Evolution de la croissance et du statut oxydant de la naissance a 19 jours aprés sevrage selon la conduite

(CO : conditi ptimales (n=34), (D : étériorées (n=32))
Période en jours par rapport au sevrage p-value
. . Age au
R N R N T
lor | MNaissance | gy 3 | 2aa | san1 | 12818 | Eree [ TemPS | Condtions | g | o1 | avt
4410 (M) (o]
(A)
aMa@jou) | © 228%d 283% | 215= | 204% 348° 17 | <0,001 0,007 0,269 | 0,001 | <0001
L D | 236 | 276 | 175° 104 | 276
Période en jours par rapport au sevrage p-value
. Age au
9 2 5 12 19 | gme | Temps | Conditions | e | ooT AT
m ©
(A)
Poids (Kg) co | 466 6,647 | 815 | 959" | 1203 | 034 |<0,001 0,219 <0,001 | <0001 | 0466
oids (Ke. o | 469" | 663 |78 | 858% | 105"
dROM co 621° 610° | 679 | 663 592 37 | <0,001 0,337 0340 | 0,050 | 0030
(CARRU) D 620° 636 | 658 783° 668
BAP CO | 2547 | 2546% | 2543= | 24823 | 2488c | 46 | <0,001 0,192 0006 | 0,012 | 0021
(umol/L éq.vitC) | CD | 2546 2569¢ | 2473= | 23112 | 2374%
150 co | o025 024* | 027 | 028 | 024° |002 |<0,001 0,160 0947 | 0,002 | 0056
(CARRU/umol/L) | D 0,24° 025* | 027 | 035 | 028°
“Pour chaque variable, les valeurs ne différent si entre elles (P<0.05).

* Ecart-type résiduel

Dans une revue sur lutilisation du statut oxydant, et
notamment des hydropéroxydes, comme marqueurs de santé
chez les ruminants, (Celi, 2010)) souligne également la difficulté
de qualifier une situation de stress oxydant en |'absence de
valeurs de références. En conséquence, pour la comparaison du
statut oxydant entre différents élevages, il pourrait étre
intéressant de s"affranchir des valeurs absolues des paramétres
mesurés au profit d’'une étude de I'évolution de ces marqueurs
en prenant comme niveau de référence, la valeur de chaque
paramétre avant le sevrage.

Nous observons qu’au sevrage, |a concentration plasmatique en
dROM et I'Indice de Stress Oxydant augmentent fortement et la
capacité antioxydante du plasma diminue, tout au moins chez
les porcs sevrés avec |a conduite détériorée. Ce phénomeéne de
stress oxydant au sevrage a été abondamment décrit chez le
porcelet (Corino et al, 2007 ; Pastorelli et al, 2012 ; Robert et al,
2009 ; Sauerwein et al, 2007 ; Sauerwein et al, 2005 ; Zhu et al,
2012). Néanmoins, ces études ne permettaient pas de prouver
que le stress oxydant observé résultait bien du sevrage et non
du simple écoulement du temps depuis la naissance.
Ce vieillissement aurait pu étre associé a I'épuisement de
réserves antioxydantes acquises in utero, ou a l'accumulation
de molécules pro-oxydantes en liaison avec les agressions
environnementales multiples et les phénoménes de maturation
physiologique associés ayant cours depuis la naissance.
L’évolution assez comparable du dROM, du BAP et de I'0OSI
aprés sevrage entre les animaux sevrés 3 21 et 28 jours laisse
penser que les effets observés sont bien liés au sevrage et non
a un processus physiologique évoll iq avec 'age.
Le sevrage est une source de facteurs ptibl

et al, 2006 ; Colson, Orgeur, Foury, et al, 2006 ; Weary et al
2008). Il induit de l'inflammation, principalement au niveau
intestinal, se caractérisant entre autre par uneaugmentation de
la concentration plasmatique en wune cytokine pro-
inflammatoire, I'interleukine-1, un a deux jours aprés sevrage
(McCracken et al, 1995) ou par une augmentation de la
concentration en haptoglobine cing jours aprés sevrage
(Sauerwein et ol, 2005). Chez le porcelet, au sevrage, les
augmentations concomitantes d'indicateurs d’inflammation et
des produits d’'oxydation ont été montrées dans plusieurs
études (Sauerwein et al, 2005 ; Sauerwein et al, 2007 ; Robert
et al, 2009). Par ailleurs, l'inflammation déclenchée aprés un
challenge immunitaire est connue pour augmenter le stress
oxydant chez les animaux d’élevages (Lauritzen et al, 2005 ;
Lykkesfeldt et Svendsen, 2007 ; Royer et al, 2016). Nous
pouvons donc émettre I'hypothése d’un stress oxydant induit
en partie par une augmentation de I'inflammation dans notre
étude.

Les causes du stress au sevrage sont multiples: séparation de la
mére, mélange avec de nouveaux individus ou adaptation a un
nouvel environnement. Une augmentation de la concentration
plasmatique en cortisol, hormone secrétée par I'axe
corticotrope en réponse a un stress, a été montrée chez le
porcelet sevré (Pluske et al, 2003). De plus, des études chez le
poulet en croissance ont montré qu’un ajout dans I'aliment de
corticostérone, équivalent du cortisol chez |'oiseau (Lin et al,
2004), ou I'application d’un stress thermique (Akbarian et al,
2016) induisaient une augmentation de la production de
produits d’oxydation. Ainsi, le stress pourrait, en plus de

d'influencer le statut oxydant de I'animal (Funderburke et
Seerley, 1990 ; Pluske et al, 2003 ; Colson, Orgeur, Courboulay,

I'i 1, explig en partie I'augmentation de la
production de produits d'oxydation chez le porcelet au
sevrage.
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Tableau 2 - Evolution de |a croissance et du statut oxydant de la naissance a 19 jours apreés sevrage selon 'expression de diarrhées
pendant au moins un jour du sevrage a 19 jours aprés sevrage (sans diarrhées (n=30), avec diarrhées (n=36))

Période en jours par rapport au sevrage p-value
Statut des Naissance . 3 " X , | Temps | Diarrhées 3
porcelets 3-10 -9a-3 | 2a4 | 5all | 12318 | ETR M (0) ™D
GMQ (gfjour) avec diarrhées 246 295 213 192 325 19 <0,001 0,022 0,643
L sans diarrhées 221 267 179 125 301
Période en jours par rapportau sevrage p-value
-9 -2 5 12 19 ETR* | Temps | Diarrhées ™D
avec diarrhées 601* 616 682 786° 629* 37 <0,001 0,707 0,011
AROMICARRU) | Gans diarrhées ea5 | 6290 | es6° | a2t | &7
BAP avec diarrhées 2528 2552 2479 2356 2466 50 <0,001 0,452 0,285
(umol/L éq. vit C) sansdiarrhées 2568 2561 2538 2441 2390
10 avec diarrhées 0,24 0,24* 0,28° 0,35° 0,26* | 0,02 | <0001 0,44 <0,001
(CARRU/pmol/L) sansdiarrhées 0,25* 025* | 0,26* 0,26* 0,27+
“Pour chaque variable, les valeurs ne différent si entre efles (P<0.05).

 Ecart-type résiduel

La capacité antioxydante diminue jusqu’a 12 jours aprés
sevrage. le sang est le milieu dans lequel les molécules
antioxydantes d’origines diverses s’accumulent. En réponse a
une augmentation de la concentration en radicaux libres dans
les cellules, des molécules antioxydantes exogénes ou
endogénes piégent les radicaux libres. L ion des

dégradées (Madec et al, 1998), et peuvent donc expliquer ce
résultat. En particulier, nous avons montré dans cette étude
que I'expression de diarrhée est associée a un plus fort stress
oxydant, or avec la conduite CD les porcs ont été plus nombreux
a présenter des diarrhées, qui duraient également plus

radicaux libres induit une production accrue de molécules
antioxydantes par les cellules (Halliwell et Gutteridge, 2015;
Kohen et Nyska, 2002). En conséquence, la diminution de la
capacité antioxydante du plasma pourrait étre due a une
utilisation accrue induite par I'augmentation des produits
d'oxydation et/ou a une production plus faible de molécules
antioxydantes par I'organisme possiblement due & un déficit
nutritionnel caractéristique du porcelet au sevrage.

Dans notre étude, seuls les porcelets logés en conditions
détériorées ont eu un stress oxydant tandis que les animaux des
conditions optimales ont été en mesure de le contenir. Les
conditions détériorées ont vraisemblablement contribué a
dégrader |a santédes porcelets dans lesjours suivantle sevrage,
comme en attestent la plus grande fréquence de diarrhées et la
dégradation plus sévére du GMQ. La forte densité, le mélange
d’animaux, I'absence de lavage et de désinfection de la salle de
méme que le stress thermique sont connus pour étre des
facteurs de risque de problémes cliniques et de performances
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qu'en conduite CO. De plus, en conditions
détériorées, le nombre important d’animaux par case (huit),
provenant de huit portées, suivi d'un nouveau mélange
d’'animaux une semaine aprés sevrage a probablement
fortement augmenté le stress social des porcelets et donc
amplifié I'effet du sevrage sur le statut oxydant.

CONCLUSION

En conclusion, I'état de stress oxydant du porc augmente au
cours de la croissance par une augmentation de la
concentration plasmatique en produits d’oxydation et une
stabilisation de la capacité antioxydante. Le sevrage pi q
une augmentation transitoire du stress oxydant qui est
amplifiée par I'application de conditions détériorées d’une part
et par la survenue de diarrhées d'autre part. Il est enfin a
souligner que I'établissement de valeurs de références semble
nécessaire afin de permettre une meilleure interprétation du
dROM et du BAP.
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ANNEXES

Annexe 4 : Oxidative Stress as indicator of piglet
health at weaning (ESPHM 2017, Prague,
République Tcheque)

Oxidative stress as indicator of piglet health at weaning
BUCHET Arnaud®, BELLOC Catherine®, MERLOT Elodie?

® PEGASE, Agrocampus Ouest, INRA, 35590 Saint-Gilles, France
® Cooperl Arc Atlantique, BP 60238, 22403 Lamballe, France

¢ BIOEPAR, ONIRIS, INRA, BP 40706, 44307 Nantes, France
arnaud.buchet@rennes.inra.fr

Weaning is a source of social, nutritional and environmental changes for piglet that challenge
its health. This study aims to assess the opportunity to use plasma hydroperoxide (dROM) concentration
and antioxidant capacity (BAP), two indicators of oxidative status, as indicator of piglet health in the
context of weaning. In order to dissociate effects of age and management conditions on the evolution of
oxidative status around weaning, a study was carried out, where piglets were followed from 12 to 147
days of age, and weaned at 21 or 28 days of age in optimal (OC) or deteriorated (DC) conditions (n=16
per group). Oxidative products (dAROM), antioxidant capacity (BAP), vitamin E and A were measured in
plasma. DC piglets had lower ADG (P<0.001) and more diarrhea (P<0.01) between 0 and 19 days after
weaning compared to OC piglets. Oxidative stress index (OSI, d(ROM/BAP) increased for DC but not OC
piglets after weaning (P<0.01) due to increased dROM (P=0.05) and decreased BAP (P<0.05). Piglets
which exhibited diarrhea between 0 and 19 days after weaning had higher OSI (P<0.001) and dROM
(P<0.01) 12 days after weaning. The concentrations of vitamin E and A dropped after weaning (P<0.001).
Present data indicate that oxidative stress index can be affected by sub-optimal weaning conditions such
as deteriorated management conditions and exhibition of diarrhea. Therefore, oxidative stress index

seems to be a relevant candidate as a indicator of piglet health in the context of weaning.
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Oxidative stress as indicator of piglet health at weaning
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Introduction
Weaning is a health-challenging period for piglets because of nutritional, environmental and social changes, sometimes associated to

bad management practices. This study aims to assess the opportunity to use plasma hydroperoxides (HPO) concentration and blood
antioxidant capacity (BAP), vitamin E and A, markers of oxidative status, as indicators of piglet health in the context of weaning.

. Management
Material and Methods Conditions
Density 4 piglets/pen 8 piglets/pen
4 batches of 16 animals:
= Weaning at 21 or 28 days of age Animal mixing 2litters/pen 8litters/pen
z 3 e Mixing 1 week aft i
= Deteriorated or optimal 1t C (Table) s il
= No antibiotic treatment Room cleanliness Cleaned + disinfected Not Cleaned + not disinfected
Blood sampling and weighing weekly from 12 to 61 days of age
Assays: dROM (HPO), BAP, vitamins E and A (HPLC Chromsystems] TCduring transfer Directly at 28°C 4h waiting at 20°C
Feed transition On 3 days Direct
Results
/ Evolution of HPO, BAP, vitamin E and vitamin A according to OC or DC conditions. \
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Evolution of average daily gain and oxidative stress index (OSI, HPO/BAP) according to the exhibition of diarrhea between 0 and 19 days after weaning.
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Conclusion

In this study we observed:
= Amplification by diarrhea of the effect of deteriorated conditions on piglet growth (Figure 3)

» High decrease of vitamins E and A conc ion at ing (Figure 2)
= No oxidative stress due to ing only i conditions, Figure 1)
» Oxidative stress in i d ditions (both HPO and BAP, Figure 1) and for piglets exhibiting diarrhea (Figure 4)

There is an interest to use oxidative stress as a marker of piglet health at weaning.

INRA @niris @

Arc Atiantius e —
MPACT  Vetérinaire, Agroatimertsie ot de (Alimentotion
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Annexe 5: Effect of weaning conditions on the
evolution of piglet plasma concentration of vitamin E
(EAAP 2017, Tallinn, Estonie)

Effects of weaning conditions on the evolution of piglet plasma concentration of vitamin

BUCHET A BELLOC C°, LE FLOC’H N.? MERLOT E.2

? INRA, UMR 1348 PEGASE, F-35590 Saint Gilles, France

® Cooperl Arc Atlantique, BP 60238, F-22403 Lamballe, France

“ONIRIS, INRA, UMR 1300 BioEpAR, BP 40706, F-44307 Nantes, France

Weaning causes oxidative stress in piglets. Endogenous and exogenous vitamin E (vit E)
participates to the neutralization of pro-oxidant molecules in the organism. This study aimed to analyze
the effect of weaning conditions on the evolution of plasma vitamin E concentration on piglets. In trial A,
piglets born from 12 litters were weaned at either 21 (W21) or 28 (W28) days of age in optimal (OC) or
deteriorated (DC) conditions (n=16 per group). Piglets from OC group originating from 2 litters were
housed by 4 (0.39 m2/pig) in cleaned and disinfected pens. Those from DC group originating from 4
litters were housed by 8 (0.20 m?/pig) in dirty pens after a waiting time of 4 h at 20°C. From 12 to 61
days of age, blood was collected and pigs were weighed weekly and then at 88, 119 and 147 days of age.
In trial B, piglets (n=288 from 144 sows) from 16 commercial farms were weaned at 28 days of age.
Blood samples were collected when piglets were 26- (on sows and piglets) and 33-days old (on piglets
only). In both trials, weaning led to a dramatic drop of the plasma concentration of vit E (P<0.001). In
trial A, this drop was similar whatever the age at weaning or housing conditions (P>0.05). After weaning,
vit E concentration remained stable until 147 days of age. In trial B, piglet plasma concentration of vit E
at 26 days of age was not associated with lactating sow vit E concentrations (P>0.05) and was different
between farms (P<0.001). The higher plasma concentration of vit E before weaning could be explained
by the high vit E content in colostrum and milk leading to the saturation of body fat reserves of the piglet.
At weaning, the high requirements of vit E for antioxidant purposes as well as low feed intake, lower fat
content of the feed compared to milk and lower activity of the enzymes involved in vit E absorption could
explain the dramatic drop of plasma vit E. The relatively low concentrations of vit E until slaughter age
could reflect an incomplete reconstitution of body reserves. To conclude, weaning led to a drop of plasma
concentration of vit E whatever the weaning conditions indicating dramatic changes in vit E status and

metabolism at weaning.

300



ANNEXES

Annexe 6 : Effect of weaning conditions on metabolic
parameters, growth and health of piglets (EAAP
2016, Belfast, Royaume Uni)

Effects of weaning conditions on metabolic parameters, growth and health of piglets

BUCHET A®, BELLOC C°, LE FLOC’HN.?, MERLOT E.*

® INRA, UMR 1348 PEGASE, F-35590 Saint Gilles, France

® Cooperl Arc Atlantique, BP 60238, F-22403 Lamballe, France

°ONIRIS, INRA, UMR 1300 BioEpAR, BP 40706, F-44307 Nantes, France

Social, nutritional and spatial changes at weaning generate very high adaptive requirements for
piglets. This study investigated the effects of management practices and age at weaning on metabolic
status, growth and health of piglets. Piglets born from 12 litters were weaned at either 21 (W21) or 28
(W28) days of age in optimal (OC) or deteriorated (DC) conditions (n=16 per group). In OC post-
weaning pens, animals originating from 2 litters were housed by 4 (0.39 m?pig) in cleaned and
disinfected pens. In DC post-weaning pens, animals originating from 4 litters were housed by 8 (0.20
m2/pig) in dirty pens after a waiting time of 4 h at 20°C. One week after weaning, DC pigs were mixed
again. From 12 to 61 days of age, blood was collected and pigs were weighed weekly. Diarrheas were
recorded daily. Plasma concentrations of metabolites were measured. Body weight (BW) was
significantly lower from 47 days of age in DC compared to OC (P<0.001) and, from 54 days of age, for
W28 compared to W21 (P<0.001). Average daily gain of the week before blood sampling influenced
positively non-esterified fatty acids (NEFA) and urea concentrations (P<0.05) and negatively creatinine
concentration (P<0.001). After weaning, diarrhea frequency was greater in DC than OC (P<0.05) and
negatively influenced by BW at weaning (P<0.05). Whatever the age and conditions at weaning, NEFA
and urea concentrations increased at weaning (P<0.05) whereas glucose concentration consistently
decreased with time (P<0.001). Five days after weaning, creatinine concentration was higher in DC than
OC pigs (P<0.01), and urea concentration in W28 than W21 pigs (P<0.001). The increase in NEFA, urea
and creatinine concentrations after weaning probably reflects lipolysis and muscle catabolism. Whatever
the age at weaning, DC increase diarrhea occurrence and protein and lipid mobilization, which

consistently slows down piglet growth.
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ANNEXES

Annexe 7 : Effects of weaning conditions on immune
parameters of piglets (EAAP 2016, Belfast, Royaume
Uni)

Effects of weaning conditions on immune parameters of piglets
BUCHET A BELLOC C°.,, MERLOT E.2
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Weaning leads to social, nutritional and spatial changes for piglets inducing very high adaptive
requirements. The aim of this study is to analyze the effects of weaning and management practices at
weaning on the immune stimulation of piglets. To dissociate the weaning from the ageing effect, a 2 x 2
factorial design was used, where 64 piglets born from 12 litters were weaned in optimal (OC) or
deteriorated (DC) farming conditions (n=16 per group) at either 21 (W21) or 28 (W28) days of age. In
OC post-weaning pens, animals originating from 2 litters were housed by 4 (0.39 m2/pig) in cleaned and
disinfected pens. In DC post-weaning pens, animals originating from 4 litters were housed by 8 (0.20
m2/pig) in dirty pens after a waiting time of 4 h at 20°C. One week after weaning, DC pigs were mixed
again. From 12 to 61 days of age, animals were blood sampled weekly for leucocyte count and
immunoglobulin G (IgG) and M (IgM) measurement. Concentration in 1gG decreased from 12 to 40 days
of age and stabilized thereafter (P<0.001). Concentration in IgM and lymphocyte count regularly
increased from 12 to 47 days of age (P<0.001). IgG and IgM concentrations were positively (P < 0.05)
while lymphocyte count was negatively (P < 0.01) influenced by body weight. Neutrophil counts were
stable until 5 days after weaning, but increased 12 days after weaning (P<0.001). This rise was greater in
DC than OC pigs (P<0.001) and in W28 compared to W21 pigs (P<0.01). DC pigs had also greater IgM
concentrations 12 days after weaning compared to OC pigs (P<0.001). In conclusion, the greater
neutrophil count and IgM production in DC pigs 12 days after weaning, regardless the age at weaning,
indicates that challenging conditions lead to higher stimulation of the immune system compared to
optimal weaning conditions. This might explain the metabolic and growth differences observed between
OC and DC pigs described in another abstract of this meeting.
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Annexe 8 : Looking to biological variables predicting
growth during the first three weeks after weaning in
pig (EAAP 2017, Tallinn, Estonie)

Looking to biological variables predicting growth during the first three weeks after

weaning in pig

BUCHET A.® MERLOT E.%, BELLOC C°.
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Pig production needs to conciliate the reduction of the use of antibiotics and animal welfare
while maintaining profitability. The early detection of animals with high risks of diseases could allow the
implementation of individual care and/or treatments. This study aims to look for the association of health
of piglets after weaning with biological variables measured before or immediately after weaning. Growth
was used here as a rough indicator of health. Piglets (n=270) coming from 15 commercial farms, weaned
at 28 days of age, were blood sampled at 26 and 33 days of age and weighed at 26, 33, 47 days of age.
Biological parameters (n=19) concerning immunity, stress, oxidative stress or nutrients metabolism were
measured. Considering the strong correlation between average daily gain (ADG) and live weight, the
relative 26/47 ADG, calculated as the ratio of GMQ between 26 and 47 days of age and live weight at 26
days of age, was used. A linear model was built for each biological variable, testing its explanatory role
on relative 26/47 ADG. Then a Bonferroni correction was implemented and all variables with
significance below 0.1 were included together in a final model. This model included farm effect, plasma
day 26 hemoglobin and day 33 creatinine, non-esterified fatty acids (NEFA) and vitamin A plasma
concentrations. The model explained 43% of the variance of relative 26/47 ADG with 31% accounting for
farm effect and 6% for creatinine concentration. Apart from farm effect, piglets having a low relative
26/47 ADG displayed low hemoglobin concentration before weaning, and high protein (high creatinine)
and energy (high NEFA) mobilization and low antioxidant concentration of vitamin A in blood after
weaning. This study gives promising insights of the early detection of piglets with low relative growth

after weaning.
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Annexe 9 : Sevrobust: Identification de marqueurs
de la robustesse du porcelet au sevrage (Rencontres
GISA 2016, Paris, France)

SEVROBUST : Identification de marqueurs de la

robustesse du porcelet au sevrage

BUCHET Arnaud ™. MERLOT Elodie °. MORMEDE Pierre®. TERENINA Elena . LIEUBEAU Blandine',
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Introduction

La production porcine doit concilier la réduction de Futilisation d'zntibiotique, le bien-étre et la santé des animaux ainsi que la
rentabilité. Le sevrage est la principale phase ol les antibiotiques sont utilisés en élevage de porcs (Hémonic et al. 2013). L'identification
@ priari de porcelets robustes au sevrage permettrait de mettre en place des mesures personnalisées (médecine et alimentation de
précision). L'objectif du projet SEVROBUST est d'identifier des marqueurs de |a robustesse du porcelet au sevrage.

p an rimenta | Sevrage 4 prélévernents sanguins
. L. - . 26) 33) 47 75
288 porcelets miles entiers, sevrés & 28 jours d'3gs, issus de 16
élevages commerciaux sélectionnés pour leur statut sanitaire et “
|eur performances moyennes de croissance 8/30Kg contrastds

st

Définition de la ro

1

Statut nydant [ GROM, BAP, 150, vitamine E, vitamine & ]

CRP, 1M, [G, hémoglabine, hémaocits.
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Les analyses de 1 ‘association entre chaque variable biologique et le score de 1 défini permettront de
des q dela du porcelet an sevrage. Une seconde étude, visant 4 évaluer le
caractére prédictif des biomarqueurs associés au score de robustesse du porcelet devra étre mise en place.
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ANNEXES

Annexe 10 : Symptdomes releves et traitements sur les
porcelets de I’étude terrain et leurs contemporains

entre 28 et 47 jours d’age.

Age (jours) 28 | 20 |30 | 31| 32|33 |34|35|36|37|38 |30 |40 |4 |4|43|aa|4a||a
Jours aprés sevrage (S) S | 5+1 | 542 | 543 | S+4 | 545 | 5+6 | 547 | 5+8 | 549 | 5+10| S+11 | 5+12| 5+13 | 5+14| 5+15 | 5+16| 5+17 | 5+18| 5419
R D* D* D
- - - - - . D _ _ _ _ _ . _ _ . _ _ ._D
R D R R R R R p D
R wep R* P D
Elevage 5 GMQ-SAN+ D D
Elevage 6 GMQ-SAN+ =2 R DR D DR DR DRL DRL DRL DR*L DR DR DR
Elevage 7 GMQ-SAN+ R p2 D R R D R D
Elevage 8 GMQ-SAN+ _  _ R
Elevage 9 GMQ:+SAN- D DL D
Elevage 10 GMQ+SAN- DL1 oo D p b p D D D L L1 L
Elevage 11 GMQ+SAN- _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
Elevage 12 GMQ:SAN- D R DR DL D
Elevage 13 GMQ+#5AN+ |Tous R D RrR R* L
Elevage 14 GMO+SAN+ *A L D
Elevage 15 GMQ+SAN+ R L* L L
Elevage 16 GMQ+SAN+ L L L D L =R D D D D D

Traitement collectif par voie orale

Visée digestive

l:lvisée digestive et respiratoire

l:lvisée digestive et streptococcie

|:|Tylnsine

Traitement Individuel par injection

l:l Nombre d'animaux en italique, motif du
traitement selon couleur

Symptomes relevés : R : respiratoire, D : digestif, L : locomoteur, A : autre. Le symptome est indiqué

en gras lorsqu’il a été relevé par Pexpérimentateur INRA lors de sa visite et non par Péleveur.

¥k kkk 1 1, 2, 3 morts (la cause de la mortalité est indiquée par R, D, L, A ou ? si la cause est

inconnue

- : absence d’observation par Péleveur
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ANNEXES

Annexe 11 : Observation individuelle des diarrhées
chez les porcelets de I’étude en installation
expérimentale entre 18 et 47 jours d’age.

Age (jours)
31|32|33(34|35|36(37|38|39(40(41|42|43| 44| 45|46 | 47|

Age au sevrage

. Conditions |18|19(20|21|22(23(24
(jours)

%

u

[JPasdiobsarvation

Chaque ligne reptrésente un porcelet
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ANNEXES

Annexe 12 : Variations des variables physiologiques
dans I’étude terrain et dans I’étude en installation
expérimentale en fonction de I’age, du sevrage et des

conditions d’environnements.

. Variation Variation T
Variation . - . Variation liée a
oA transitoire irréversible ;o %
liée a I'age I’environnement
au sevrage au sevrage
Hydroperoxydes A A non A
Capacité antioxydante
P v non N non N
du plasma
Vitamine E non N non non
Vitamine A non N non non
Urée non A non non
Créatinine A A non A
Glucose non non N non
Acides Gras Libres non non non A (SAN-)
Lymphocytes A non non non
Neutrophiles non non A A
IgM A non non A
Haptoglobine non A non non

* Sauf mention contraire, variation liée a4 un environnement défavorable (Conditions
détériorées de I’étude en installation expérimentale ou élevage avec un statut sanitaire

défavorable (SAN-) dans P’étude terrain.
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Identification de marqueurs de la robustesse du porcelet au
sevrage

La notion de robustesse peut se définir par le maintien des
performances et de la santé quelles que soient les conditions
d’environnement. Le sevrage constitue la phase ou la plus
grande quantité d’antibiotiques est utilisée car il est source
de perturbations multiples pour le porcelet. Lidentification de
porcs robustes permettrait d’envisager des soins spécifiques
et/ou une sélection génétique sur ce caractére. Les objectifs
de cette these étaient d’identifier certains marqueurs physio-
logiques associés a la robustesse du porcelet au sevrage et
de prédire cette robustesse par des variables physiologiques
décrivant ces réponses mesurées avant et aprés sevrage.
Pour répondre a cet objectif, des variables physiologiques ont
d’abord été mesurées dans des environnements trés divers
puis celles associées a la robustesse ont été identifiées. Une
premiére étude a été conduite en installation expérimentale
visant a étudier les effets de I'age, des conditions de sevrage et
de la santé sur I'évolution de variables sanguines descriptives
du statut immunitaire et métabolique, du stress, et du statut re-
dox autour du sevrage. Par ailleurs, dans une deuxiéme étude,
des variables physiologiques ont été mesurées dans 16 éle-
vages commerciaux autour du sevrage. Les performances de
croissance et le statut sanitaire étaient les 2 facteurs de varia-
tions d'élevages controlés. Lanalyse des données a permis de
mettre en évidence une forte influence du statut sanitaire sur
les variables physiologiques mesurées autour du sevrage. Des
variables descriptives du statut oxydant, du statut métabolique
et de I'activation du systéme immunitaire ont été associées a la
robustesse du porcelet au sevrage. Ainsi, les porcelets les plus
robustes sont ceux qui, dans des environnements favorables
ou défavorables, ont une capacité a limiter leur stress oxydant,
a moins mobiliser de réserves corporelles et a activer rapide-
ment leur systéme immunitaire. Ces variables devront étre vali-
dés a l'aide d’autres jeux de données.

Mots-clés : robustesse, sevrage, porc, biomarqueurs.
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Identification of markers of the robustness of piglets at
weaning

The concept of robustness can be defined as the ability to
maintain performances and health whatever environmental
conditions. Weaning is the step where the biggest part of
antibiotics is used because it is the source of multiple pertur-
bations for the piglet. The identification of robust pigs could
allow settling specific care and/or genetic selection on this
criteria. The objectives of this thesis were to identify physiolo-
gical parameters associated with the robustness of piglet at
weaning and to predict this robustness by biological variables
describing those measured responses before and after wea-
ning. To answer to this objective, physiological variables were
first measured in very different environments and, then,
those ones associated with the robustness were identified.
A first experiment was realized in experimental unit, aiming
to study the effects of age, weaning conditions and health
on the evolution of blood variables describing immune and
metabolic status, stress and oxidative stress around weaning.
In a second study, some physiological markers were mea-
sured on piglets coming from 16 commercial farms around
weaning. Growth performances and health status were the
two controlled factors of variations of farms. The analysis of
data allowed us to show a high influence of health status on
physiological variables around weaning. Some variables des-
cribing oxidative status, metabolic status and the activation of
immune system were associated with the robustness of piglet
at weaning. Thus, the most robust piglets are those ones who,
in favorable or unfavorable environments, have a capacity to
limit their oxidative stress, to mobilize less body reserves and
to activate quickly their immune system. Those variables will
have to be validated with other datasets.

Keywords: robustness, weaning, pig, biomarkers
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