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Partie 1 : Les salmonelles 
 

I. Le genre Salmonella : taxonomie et nomenclature 

Les salmonelles (genre Salmonella) sont des bactéries Gram négatives de la famille des 

Enterobacteriaceae. De forme allongée dite bacille, elles mesurent avec le flagelle entre 2 et 

5 µm de long pour un diamètre de 0,6 à 1 µm (Figure 1). Elles sont aéro-anaérobies 

facultatives, oxydase négatives, catalase positive et non sporogènes. Elles sont à l’origine de 

nombreuses maladies chez l’Homme, mais aussi chez les animaux. 

 
Figure 1 : Salmonella enterica enterica Enteritidis.  

Photographie disponible à l’adresse : 
https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Salmonella_enterica:_foodborne_illness 

 

La nomenclature du genre Salmonella a longtemps été débattue [1]. Initialement, la 

classification était basée sur des données épidémiologiques, biochimiques et sérologiques. 

Avec le développement de nouvelles techniques d’analyse comme l’hybridation ADN-ADN, de 

nombreuses espèces de Salmonella ont été regroupées [2]. Aujourd’hui, deux espèces sont 

reconnues par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) : Salmonella enterica et Salmonella 

bongori. La première étant divisée en 6 sous-espèces : enterica, salamae, arizonae, diarizonae, 

houtenae et indica (Figure 2). 

https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Salmonella_enterica:_foodborne_illness
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Chaque nouveau sérotype identifié est enregistré au Centre collaborateur de l'OMS (CCOMS) 

pour le typage et la sensibilité aux antibiotiques des salmonelles (Institut Pasteur – France), 

selon le schéma de White Kauffmann - Le Minor, basé sur la description de trois antigènes de 

surface (O, H et K). A ce jour, plus de 2500 sérotypes ont été enregistrés avec plus de 50% 

appartenant à la sous-espèce S. enterica enterica [3], responsable à 99% des infections chez 

l’Homme et les animaux [4]. 

 
Figure 2 : La classification du genre Salmonella. 

II. Habitats, mode de contamination et enjeux 

Les salmonelles sont largement répandues dans le monde. Elles peuvent infecter les animaux 

de rente tels que les volailles, les bovins, les ovins, les porcins, les poissons [5], les animaux 

sauvages et les animaux de compagnie tels que les reptiles [6]. L’Homme peut être facilement 

infecté via la consommation d’aliments ou d’eau contaminés [7]. En fonction des types d’hôte 

et des symptômes qu’elles provoquent, trois groupes de Salmonella enterica enterica peuvent 

être identifiés [8] : 

 les salmonelles provoquant des fièvres typhoïdes ou paratyphoïdes chez l’Homme 

telles que S. Typhi et S. Paratyphi ;  
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 les salmonelles provoquant des salmonelloses non typhiques (NTS) chez l’Homme et 

adaptées à de nombreuses espèces animales (bovins, ovins, volailles, souris, …) telles 

que S. Typhimurium et S. Enteritidis.  

 les salmonelles adaptées à un type d’espèce comme par exemple S. Gallinarum chez 

la poule ou S. Abortusovis chez les ovins. 

1) Les salmonelles chez l’Homme 

Les fièvres typhoïdes et paratyphoïdes 

Les sérotypes responsables des fièvres typhoïdes et paratyphoïdes sont S. Typhi et S. 

Paratyphi. Les bactéries se transmettent par l’intermédiaire de nourriture ou d’eau 

contaminée et par contact entre malades. La maladie se propage plus facilement dans les pays 

en voie de développement où les conditions d’hygiène sont précaires. Les principaux 

symptômes sont la fièvre, les maux de tête, l'anorexie, l'abattement et les douleurs 

abdominales avec diarrhée ou constipation. En 2010, une étude estimait à près de 25 millions 

de cas de fièvres typhoïdes et paratyphoïdes et plus de 180 000 morts sur l’année [9]. Après 

plusieurs semaines, en fonction de la génétique de l’hôte, de la sévérité de l’infection et de 

facteurs environnementaux, le patient peut éliminer complétement la bactérie. Cependant, 

dans 5% des cas, il peut devenir porteur sain asymptomatique, on parle alors de portage 

chronique [10]. Ce réservoir environnemental pourrait expliquer la résurgence continue 

d’infections dans la population humaine.  

Les gastroentérites ou salmonelloses non typhiques (NTS) 

Les principaux sérotypes responsables de gastroentérites sont S. Enteritidis et S. Typhimurium 

[11]. Les élevages d’animaux de rente sont les principaux réservoirs environnementaux des 

salmonelles responsables de NTS chez l’Homme. Les NTS sont des zoonoses ; les bactéries sont 

transmises à l’Homme par la consommation de viande, d’œuf, de lait cru ou de fromage 

contaminés. Les principaux symptômes sont la fièvre, la diarrhée, les vomissements et les 

douleurs abdominales. En 2010 dans le monde, le nombre de cas d’intoxication alimentaire 

par des salmonelles non-typhiques a été estimé à plus de 150 millions avec près de 60 000 

morts [9]. En Europe, les NTS sont la deuxième cause de Toxi-infections alimentaires 

collectives (TIAC) après les infections à Campylobacter [11]. Une TIAC est définie comme une 

intoxication d’au moins deux individus présentant les mêmes symptômes, dont la cause est 
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rapportée à une même origine alimentaire. Les TIAC sont obligatoirement déclarées. En 

France, la surveillance est assurée par l’agence nationale de santé publique (SPF). Ces 

dernières années (2015-2019), le nombre de cas de NTS semble rester stable en Europe : il 

était de 87 923 cas confirmés soit 20 cas pour 100 000 personnes en 2019 [11] (Figure 3).  

 
Figure 3 : Nombre de cas de NTS pour 100 000 habitants en Europe en 2019 [11]. 

2) Les salmonelles dans les élevages de poule pondeuse 

D’après l’EFSA, en Europe, la poule est la première espèce d’élevage responsable de NTS suivie 

par le porc, la dinde et les vaches. La catégorie d‘aliment « œufs et produits à base d’œufs » 

est la première cause de foyer d’intoxication alimentaire chez l’Homme, soit 37% des cas. Près 

de 75% des cas de NTS chez l’Homme sont dus au sérotype S. Enteritidis ; c’est aussi le 

sérotype le plus présent dans les élevages de poules pondeuses (Figure 4). 
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Figure 4 : Nombre de NTS rapportées entre 2014 et 2016 en Europe et proportion des 

différents sérotypes par type d’élevage et chez l’Homme [12]. 
 

Mode d’infection chez la poule 

Les poules, lors d’une infection par S. Enteritidis ou S. Typhimurium, ne présentent pas de 

symptômes particuliers : on parle de portage asymptomatique [13]. Après une infection 

systémique très rapide, pouvant mener à la mort de très jeunes individus [14], la bactérie 

persiste dans les caecas (Figure 5) des animaux et est excrétée dans les fientes, facilitant la 

transmission à leurs congénères [15, 16]. Cette transmission se fait par contact direct entre 

individus, par ingestion de matériels contaminés, par les fientes et par l’air [17]. Des facteurs 

tels que la dose d’infection (faible ou forte), l’environnement, la génétique et la composition 

du microbiote de l’hôte pourraient influencer le niveau de portage d’un individu mais aussi le 

niveau d’excrétion de salmonelles dans l’environnement [15]. Par ailleurs, la capacité des 

salmonelles et notamment de S. Enteritidis à infecter les œufs par passage trans-ovarien est 

un enjeu très important pour la filière [18, 19]. 
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Figure 5 : Schéma de l’appareil digestif de la poule [20]. 
 

Prévalence dans les élevages 

La production avicole est structurée en trois étages : un étage de sélection des animaux, un 

étage de multiplication ou reproduction et un étage de production. Les salmonelles peuvent 

toucher l’ensemble de ces étages de production. En Europe, l’EFSA publie chaque année la 

prévalence des salmonelles dans les élevages, c’est-à-dire le nombre d’élevages testés positifs 

à la salmonelle par rapport au nombre d’élevages testés. En 2003, la mise en place de mesures 

de contrôle avec la directive 2003/99/CE a permis une diminution importante de la prévalence 

dans les élevages de poules pondeuses au niveau européen. L’objectif de moins de 2% de 

prévalence a été atteint dès 2010. Mais depuis 2014, cette prévalence semble ré-augmenter 

(Figure 6). 
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Figure 6 : Prévalence des salmonelles dont les sérotypes ont un impact sur la santé humaine 

dans les élevages de reproduction et les élevages de poules pondeuses entre 2007 à 2019 
[12]. 

 

Les moyens de lutte 

La directive européenne de 2003 et ses applications en France par arrêtés ministériels 

décrivent les modalités et les mesures à mettre en place dans les élevages de la filière avicole 

pour la lutte et la prévention contre les infections par Salmonella enterica subsp. enterica. En 

France, l’exécution du programme national de lutte contre les salmonelles (PNLS) semble être 

efficace pour répondre aux exigences européennes de moins de 2% d’élevages infectés [21]. 

Nous pouvons citer par exemple, pour la filière poule pondeuse, l’arrêté de 2018 qui décrit les 

conditions d’échantillonnage, les mesures préventives et les recommandations à suivre pour 

la lutte contre les salmonelles. Les principaux éléments détaillés dans cet arrêté sont : i) les 

conditions de dépistage systématique des volailles de reproduction, des poulettes futures 

pondeuses et des pondeuses ; ii) les conditions d’élimination des troupeaux de volailles de 

reproduction et de poulettes futures pondeuses infectées ; iii) les conditions d’assainissement 

des produits de poules pondeuses infectés voire d’élimination des troupeaux  ; iv) les 

conditions de décontamination des lieux d'élevage infectés et de traitement des effluents. 

Les mesures de prophylaxie sanitaire telles que l’hygiène des bâtiments, le contrôle des 

entrées (alimentation, eau, personnel) et des sorties (traitement des effluents) sont 

essentielles pour prévenir des infections par Salmonella. 
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La vaccination est également un moyen de lutte efficace. Elle n’évite pas le portage 

asymptomatique chez les animaux, mais elle diminue la transmission vers l’œuf lors d’une 

infection [22, 23]. Elle limite également l’excrétion des salmonelles dans les fientes et donc 

dans l’environnement, limitant les contaminations entre individus [23]. La vaccination est 

obligatoire et encadrée dans les élevages de multiplication et de production par le règlement 

européen de 2006 (n° 1177/2006). Cependant, elle est interdite dans les élevages de sélection. 

Le microbiote de l’hôte, sa diversité et sa composition, joueraient également un rôle essentiel 

pour prévenir la colonisation de pathogènes tel que Salmonella [19]. L’introduction dans 

l’alimentation des animaux de probiotiques (microorganismes vivants) et de prébiotiques 

(nutriments, fibres végétales non digestibles par l’hôte), supposés avoir un effet sur la 

composition du microbiote intestinal, a déjà montré son efficacité à réduire le portage de 

salmonelles (cf. partie XI.3). De plus, l’existence d’un contrôle génétique de la composition du 

microbiote démontrée chez la poule (cf. partie XII), constitue une piste intéressante à 

développer pour la sélection d’individus possédant un microbiote leur conférant une 

meilleure résistance à Salmonella. 

Impacts économiques et enjeux pour la filière 

Les moyens de lutte mis en place ont un impact sur la filière. En France, entre 2015 et 2018, 

plus de 400 troupeaux positifs aux salmonelles ont été éliminés, soit plus de 5 millions 

d’animaux abattus et plus de 4 millions d’œufs éliminés ou traités thermiquement. Le coût 

économique pour la filière n’est pas négligeable avec près de 8 millions d’euros par an en 

moyenne entre 2015 et 2018 et un pic en 2017 avec plus de 10 millions d’euros [21]. 

L’intensification des systèmes d’élevages, avec l’augmentation de la densité d’animaux par 

bâtiment et l’augmentation de la taille des élevages, pourrait être à l’origine d’une 

augmentation de l’occurrence, de la persistance et de la dissémination des salmonelles dans 

les élevages [12, 24]. 

La fin du modèle d’élevage en cage est également un grand enjeu pour la filière et pourrait 

avoir un impact sur la qualité sanitaire des œufs. Il n’y pas pourtant pas de consensus 

scientifique sur le fait que le système d’élevage ait un effet sur les infections par Salmonella 

[19, 25]. Les études publiées sont contradictoires. Ainsi, certaines études ne montrent pas de 

différence de présence de salmonelles sur les œufs entre plusieurs types d’élevage [26]. 
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D’autres au contraire montrent que des systèmes au sol ou en volière augmenteraient la 

transmission de S. Enteritidis entre individus par rapport à un système d’élevage en cage [27]. 

L’antibiorésistance, résultant d’une utilisation intensive d’antibiotiques, est un enjeu majeur 

pour la santé globale des Hommes et des animaux d’élevage [28]. Le danger de 

l’antibiorésistance est l’incapacité de traiter un patient infecté par une bactérie résistante et 

le risque élevé de transmission de ce pathogène [29]. Depuis 2006, un règlement européen 

interdit l’utilisation d’antibiotique en tant que facteur de croissance dans les élevages. Des 

plans d’action sont mis en place, comme en France avec le « Plan de réduction des risques 

d’antibiorésistance » en médecine vétérinaire de 2011 visant à diminuer de 25% l’utilisation 

des antibiotiques dans les élevages en cinq ans. Néanmoins, des études menées ces dernières 

années sur les profils de sensibilité des salmonelles non-typhiques, suggèrent un niveau 

modéré à faible de résistance aux antibiotiques [30]. De plus, bien qu’il soit probable que les 

animaux d’élevages soient responsables de ces resistances, on ignore encore où, quand et 

comment ces salmonelles ont acquis ces propriétés de resistance [30]. 

III. Les défenses de l’hôte contre les salmonelles 

1) La muqueuse intestinale : barrière physique et chimique 

La première barrière contre les infections par Salmonella est une barrière physique : la 

muqueuse intestinale. Elle est formée par les cellules épithéliales reliées par des jonctions 

serrées empêchant l’entrée du pathogène dans l’organisme. Le mucus intestinal repousse les 

bactéries en évitant leur adhérence à l’épithélium [31]. Les substances chimiques produites 

par la muqueuse telles que les défensines sont des agents antimicrobiens pouvant détruire les 

membranes des bactéries [32]. Par exemple, la β-defensine semble être un peptide 

antimicrobien essentiel dans la résistance à Salmonella chez la poule [33]. La bile dans 

l’intestin et l’acidité dans l’estomac sont également des barrières chimiques contre les 

pathogènes. La présence du microbiote intestinal, par sa compétition avec les pathogènes 

pour les nutriments et pour les sites d’attachement, et par sa production de métabolites tels 

que les SCFAs (short chain fatty acids ou acides gras à chaîne courte), constitue également une 

importante barrière contre les pathogènes (Cf. partie IX). 
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2) L’immunité innée 

L’immunité innée permet la reconnaissance et l’élimination de pathogènes dès leur entrée 

dans l’organisme. Deux types de cellules phagocytaires sont impliqués dans le processus : les 

macrophages et les neutrophiles ou hétérophiles chez les oiseaux. Ces cellules possèdent des 

sites de reconnaissance sur leurs membranes cytoplasmiques ou dans leurs cytoplasmes : les 

PRRs pour pattern recognition receptors. Ces derniers peuvent se fixer sur des structures 

présentes à la surface des bactéries : les PAMPs pour pathogen-associated molecular patterns. 

Les TLRs (Toll-like receptors) et NLRs (Nod-like receptors) sont deux types de PRRs, 

respectivement transmembranaires et cytosoliques. Les LPSs (lipopolysaccharides), les 

lipoprotéines et les flagellines sont des exemples de PAMPs. Une fois activés, les macrophages 

et les neutrophiles/hétérophiles augmentent leur activité phagocytaire et relâchent des 

cytokines et des chemokines amplifiant la réponse immunitaire. 

Les TLRs et les NLRs, deux PRRs importants dans la résistance à Salmonella 

Les TLRs ont été largement étudiés chez différentes espèces, notamment chez la poule [34, 

35]. Ils peuvent être de différents types selon les espèces [36] et selon le type de PAMP 

auxquels ils sont adaptés. La liaison établie entre TLR et PAMP entraîne des cascades de 

réactions moléculaires (Figure 7). Plusieurs adaptateurs moléculaires sont recrutés au niveau 

du domaine intracellulaire tels que les MyD88, TIRAP ou TRIF et mènent à l’expression de 

facteurs de transcription tels que les facteurs nucléaires (NF-kB), les protéines d’activation 

(AP-1) ou bien les facteurs de régulation de l’interféron (IRF). Ces facteurs activent la 

production de cytokines, de chemokines ou d’IFNs, stimulant la réponse immunitaire. 

Des études sur l’expression des TLRs ont montré leur implication dans la réponse à une 

infection par Salmonella Enteritidis chez la poule [37, 38]. Le Tableau 1 reprend les différents 

types de TLRs identifiés chez l’Homme et la poule et ceux pour lesquels un intérêt a été montré 

pour la protection contre S. Enteritidis chez la poule. 
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Figure 7 : Les voies de signalisation des TLRs chez la poule [35]. 

 

 

 

Ligands/PAMP 
TLRs chez 
l’homme 

TLRs chez la poule 
Protection contre 
SE chez la poule 

Triacylated lipopeptides TLR2/TLR1 
TLR2t1/TLR16, TLR2t1/TLR1LBa, 

TLR2t2/TLR16 
[39] 

Diacylated lipopeptides TLR2/TLR6 TLR2t2/TLR16, TLR2t1/TLR1LB [39–41] 

Possibly triacylated 
lipopeptides 

TLR2/TLR10 Absent - 

dsRNA TLR3 TLR3 - 

LPS TLR4/MD-2 TLR4/MD-2 [42, 43] 

Flagellin TLR5 TLR5 [44, 45] 

ssRNA TLR7 Possiblement TLR7 [46] 

ssRNA TLR8 Non fonctionnel - 

DNA TLR9 Absent - 

DNA Absent TLR21 [39, 47] 

Protease Absent TLR15 [43, 48, 49] 

Tableau 1 : Les TLRs et leurs ligands chez l’Homme et la poule [34, 35]. 
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Les NLRs reconnaissent des composants bactériens présents dans le cytoplasme de cellules 

infectées et déclenchent une réponse anti-inflammatoire en agissant sur des voies de 

signalisation impliquant par exemple les adaptateurs moléculaires MyD88 ou TRIF. Ce sont 

des protéines cytosoliques solubles composées de 3 domaines : un domaine terminal PYR 

(pyrin-like domain) qui recrute les protéases ou les kinases, un domaine central de liaison 

nucléotidique NOD (nucleotide oligomerization domain) et un domaine terminal LRR (leucine-

rich repeat) qui reconnaît les PAMPs. Des études ont montré l’importance des NLRs, 

notamment NLRC4, NLRP3 et NLRP12 dans la réponse à une infection par Salmonella 

Typhimurium chez la souris. NLRC4 est déclenché par les flagelles des salmonelles et la 

protéine de virulence T3SS, entrainant la formation d’un inflammasome et la transcription de 

cytokines pro-inflammatoires pouvant entraîner l’apoptose de la cellule infectée [50–52]. 

NLRP3 est important dans l’activation des caspases et la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires [53, 54]. A contrario, NLRP12 inhibe l’activation des NF-kB et des ERK (signal-

regulated kinase) et diminue la production des molécules pro-inflammatoires et 

antimicrobiennes [55, 56]. Une étude récente sur la souris a montré également les interactions 

entre Salmonella Enteritidis et les inflammasomes [57]. Chez la poule, une étude fonctionnelle 

sur NOD1 a montré l’importance de ce NLR dans la réponse à une infection par S. Enteritidis 

[58]. Une seconde étude a montré un enrichissement de la voie de signalisation des NLRs dans 

la rate chez les poulets résistants comparés aux poulets sensibles [59]. Toujours chez le poulet, 

une étude a montré l’activation des voies de signalisation de MyD88 et TRIF lors d’une 

infection par S. Enteritidis et l’importance des cytokines LITAF et IL-8 dans la résistance à S. 

Enteritidis  [60]. Enfin, une étude fonctionnelle sur NLRC5 chez le poulet a montré son 

importance lors d’une infection par S. Enteritidis [61]. 

Les macrophages 

Après activation par un PAMP, des activités antimicrobiennes se mettent en place dans les 

macrophages. Deux enzymes, NAPDH pour Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate et 

Nos2 pour Nitric oxyde synthase 2, catalysent la production de composés antimicrobiens tels 

que les ROS pour Reactive Oxygen Species et les RNS pour Reactive Nitrogen Species. L’impact 

d’une infection par Salmonella sur les macrophages a été étudié dans différents modèles 

expérimentaux chez la souris [62] et la poule [33]. Plusieurs études ont montré l’association 

entre l’expression de Nos2 et la résistance à Salmonella Enteritidis chez la poule [63–65]. 
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Néanmoins, malgré ces activités antimicrobiennes, les salmonelles sont capables de survivre 

et de se multiplier dans les macrophages grâce à leurs facteurs de virulences [33, 66]. 

Les Neutrophiles ou les Hétérophiles chez les oiseaux 

Durant une infection les neutrophiles migrent vers le site d’infection, attirés par la production 

de cytokines telles que les IL-8 et IL1-β. Chez la poule, les hétérophiles sont essentiels dans la 

réponse à S. Enteridiris [67]. Ils produisent des peptides antimicrobiens et sont capables 

d’éliminer les bactéries extracellulaires par phagocytose [33, 68]. Cependant, une infiltration 

des neutrophiles dans les tissus peut mener à une rupture de la barrière épithéliale et 

provoquer des inflammations pouvant mener à des diarrhées chez la souris [69]. 

Les cellules dendritiques  

Les cellules dendritiques sont des cellules présentatrices. Elles créent le lien entre réponse 

immunitaire innée et réponse immunitaire adaptative. Elles reconnaissent les salmonelles 

grâce à leurs PRRs, les phagocytent, deviennent matures puis présentent un antigène 

spécifique du pathogène via leur MHC (major histocompatibility complex) aux lymphocytes T, 

activant ainsi la réponse immunitaire adaptative [31]. Des polymorphismes dans les 

complexes MHC des cellules dendritiques chez la poule pourraient contribuer au contrôle de 

la réponse à une infection par SE [70]. 

3) L’immunité adaptative 

Enfin, l’immunité adaptative, différente entre individus, permet de reconnaître une grande 

variété de molécules antigéniques. Les lymphocytes B et T sont les principales cellules 

intervenant dans cette réponse adaptative. Une infection extracellulaire est reconnue par les 

immunoglobulines produites par les lymphocytes B. Une infection intracellulaire est reconnue 

par les récepteurs des lymphocytes T (TCR pour T cell receptor) après activation par les MHC 

(major histocompatibility complex) des cellules présentatrices (APC) telles que les cellules 

dendritiques (DC). Il existe deux catégories de lymphocytes T : les CD4 (helper) et les CD8 

(cytotoxic). De nombreuses études ont été menées afin d’identifier l’impact d’une infection 

par SE sur les populations de lymphocytes chez la poule [71–74]. 

L’échec du système immunitaire à éliminer la totalité des salmonelles de l’organisme peut 

mener à un portage chronique à long terme et à une excrétion de la bactérie dans les fécès 
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[75]. Cette persistance des salmonelles serait liée à la balance entre les réponses Th1, T helper 

1 et Th2, T helper 2. En effet, chez la poule, l’expression des gènes associés à la réponse Th1 

est plus faible que pour ceux liés à la réponse Th2 dans des individus présentant un portage 

chronique de SE [76]. Chez la souris, il a été montré que les cytokines sécrétées lors de la 

réponse Th2 inhibaient la réponse Th1, maintenant un état de portage chronique lors d’une 

infection par ST [75, 77]. 

IV. Les facteurs de virulence des salmonelles 

Des études ont permis de comprendre les mécanismes d’infection d’un hôte par Salmonella 

et d’identifier les principaux facteurs de virulence impliqués. Ces facteurs de virulence 

permettent à la bactérie de passer les défenses de l’hôte telles que le faible pH du système 

digestif, la barrière épithéliale ou le microbiote intestinal. Ils permettent également à la 

bactérie de se multiplier et de persister dans l’organisme en échappant au système 

immunitaire [31]. 

Les SPIs 

Les SPIs pour Salmonella Pathogenicity Islands sont des régions du chromosome bactérien des 

salmonelles codant les facteurs de virulence. Leurs nombres varient en fonction des sérotypes, 

cependant SPI-1 à SPI-5 sont communes à la plupart d’entre eux [78]. Le degré de virulence 

d’un sérotype est fonction du nombre et du type de sites de pathogénicité (SPI) qu’il possède 

[60]. SPI-1 permet l’invasion des salmonelles dans les cellules de l’hôte et induit l’apoptose 

des macrophages, SPI-2 est associée à la réplication dans les macrophages et à l’infection 

systémique, SPI-3 à la survie dans les macrophages et la possibilité des salmonelles à se 

multiplier malgré le manque de magnésium dans l’environnement, SPI-4 à la survie dans les 

macrophages et la production de toxines, et enfin des gènes identifiés dans SPI-5 codent des 

facteurs de virulence tels que les protéines T3SS [78]. Chez la poule comme chez la souris, 

l’impact de ces 5 SPIs sur la réponse à SE a été largement étudié [79, 80]. Dernièrement, de 

nouveaux sites de virulence de SE, ROD9 (SPI-9) et ROD21 ont été identifiés chez la souris et 

associés à la capacité de SE à causer une infection systémique [81–83]. 



Partie 1 : Les salmonelles 

33 
 

Les complexes multi-protéiques T3SS 

Les complexes multi-protéiques tels que les T3SS pour Type III secretion system sont codés 

par les gènes présents sur les SPIs. Ils permettent le transfert d’effecteurs dans le cytosol des 

cellules, entraînent des cascades de réaction permettant l’adhésion, l’invasion, la 

multiplication, mais aussi permettant la répression du système immunitaire. Par exemple, 

T3SS-1, codé par SPI-1, permet l’adhésion et l’invasion de la bactérie dans les cellules 

épithéliales. T3SS-2, codé par SPI-2, joue un rôle clé dans la multiplication intracellulaire et 

l’infection systémique [78]. Chez la poule, des études ont montré l’importance des T3SS-1 lors 

d’une infection par S. Enteritidis in vivo [84] et in vitro [85]. Ce mécanisme d’entrée dans les 

cellules faisant intervenir l’effecteur T3SS-1 est appelé mécanisme Trigger mais il existe 

également un autre mécanisme appelé Zipper faisant intervenir le récepteur cellulaire Rck 

(Figure 8) [86, 87]. 

 
Figure 8 : Différentes stratégies d’invasion de Salmonella dans les cellules eucaryotes. 

Le mécanismes Trigger : en utilisant le système T3SS, les effecteurs Sip et Sop sont 
directement injectés dans la cellule eucaryote entrainant des cascades de réactions 

permettant la modulation du cytosquelette (actine) et le recrutement du complexe exocyste 
menant à l’internalisation de la bactérie. Le mécanisme Zipper : l’interaction entre les 

invasines Rck exprimées sur la membrane des Salmonella avec les récepteurs au niveau de la 
membrane cellulaire de l’hôte, entraîne la phosphorylation de tyrosines kinases et une 
cascade de réactions menant à la polymérisation d’actine du cytosquelette permettant 

l’internalisation de la bactérie. Adapté de [86]. 
 

Les plasmides 

Les plasmides de virulence ont également un rôle à jouer dans la multiplication des 

salmonelles dans les cellules de l’hôte [88]. Ces plasmides de 50 à 100 kb en fonction des 
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sérotypes sont présents en faible nombre (1 à 2 copies par bactérie) et contiennent un locus 

de virulence spv (pour salmonella plasmid virulence) de 7,8 kb [88, 89]. Les gènes de ces 

plasmides peuvent être facilement transmis d’une bactérie à une autre par transfert 

horizontal. Une étude a montré que la délétion de sodCI et spvBC, deux gènes provenant de 

plasmides de virulence, réduisait la virulence de SE chez des souris BALB/c mais n’avait pas 

d’impact chez la poule [90]. 

Les fibrilles 

Les fibrilles présentes à la surface des membranes des bactéries jouent également un rôle 

dans l’adhésion et la colonisation des cellules de l’hôte [91]. Selon les sérotypes, il existe 

différents opérons, en fonction des gènes qui le composent, codant différents types de fibrilles 

[92]. Chez la poule, les fibrilles SEF14 présentes chez S. Enteritidis semblent être importantes 

dans l’adhésion des bactéries au niveau des tissus du système reproductif [78], dans la 

propagation de l’infection au niveau du foie et de la rate [93] et dans l’excrétion des bactéries 

dans la première semaine après infection chez de jeunes individus [94]. Chez la souris, une 

étude in vitro a montré que l’expression du gène sefA de l’opéron codant les fibrilles SEF14 

renforce l’adhésion de SE aux cellules épithéliales et la survie dans les macrophages [95]. 

Autres facteurs 

D’autres facteurs de virulence contrôlant par exemple la production de toxines (endo- ou exo-

toxines), la présence de flagelles ou de différents types de LPS peuvent avoir un impact sur la 

capacité des salmonelles à se multiplier et à se maintenir dans l’organisme [78]. 

V. Mécanismes d’infection des cellules intestinales 

Une infection par Salmonella au niveau des cellules de l’intestin (cellules épithéliales ou 

cellules M) peut se décrire en trois étapes [60, 78, 87] : (1) l’attachement et l’invasion (2) la 

survie et la multiplication intracellulaire dans les SCVs (Salmonella-containing vacuoles) et (3) 

la dissémination dans l’organisme (Figure 9). Tout d’abord, les salmonelles doivent résister 

aux faibles valeurs de pH de l’environnement gastrique et à la bile. Arrivées dans l’intestin, 

elles doivent « l’emporter » face aux bactéries du microbiote intestinal et traverser la 

muqueuse intestinale pour pouvoir s’attacher à l’épithélium intestinal grâce à leurs flagelles, 



Partie 1 : Les salmonelles 

35 
 

leurs fibrilles et leurs adhésines. Une fois attachées, la production du complexe T3SS-1 à partir 

de l’expression des gènes de SPI-1 leur permet de passer la membrane épithéliale par 

internalisation dans des SCV. Dans le cytoplasme des cellules, les salmonelles dans des SCV 

survivent et prolifèrent grâce aux complexes T3SS-2 codés par SPI-2. Les SCV migrent vers la 

membrane basale et la traversent. Dans le milieu intérieur de l’intestin, elles peuvent être 

phagocytées par des macrophages dans lesquels elles peuvent survivre et se multiplier comme 

dans les cellules épithéliales. Elles peuvent également être phagocytées par des cellules 

dendritiques dans lesquelles elles peuvent survivre mais ne peuvent pas se multiplier. Elles 

échappent ainsi au système immunitaire et peuvent se disséminer rapidement dans 

l’organisme, via la circulation sanguine ou via la lymphe vers principalement le foie et la rate 

[60, 83, 96]. 

 
Figure 9 : Le mécanisme d’infection par Salmonella et les défenses de l’organisme. Inspiré de 

[60]. 
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Partie 2 : Impact de la génétique de l’hôte 
sur la réponse à SE 
 

Plusieurs facteurs influencent la réponse à une infection par Salmonella : l’environnement 

(nourriture, oxygène, lumière, température), la pathogénicité du sérotype (facteurs de 

virulence et dose) mais aussi l’âge, le sexe et la génétique de l’hôte infecté. En travaillant dans 

un environnement contrôlé, des variations sont encore observables entre individus et peuvent 

être associées à leur génétique. Dans cette partie, nous allons décrire les modèles, souris et 

poule, qui ont été utilisés au cours de cette thèse pour l’étude génétique de la réponse à S. 

Enteritidis. Nous décrirons ensuite les méthodes de génétique utilisées pour l’identification 

de régions associées à des variations phénotypiques quantitatives mesurables, appelées 

Quantitative trait locus (QTLs), et des gènes candidats responsables de ces variations. Enfin, 

nous décrirons les QTLs et gènes candidats associés à la résistance à S. Enteritidis identifiés à 

ce jour chez la souris et la poule. 

VI. Les modèles expérimentaux utilisés 

Les expérimentations sur des modèles animaux permettent de travailler dans un 

environnement contrôlé, mais également souvent avec une génétique contrôlée grâce à 

l’utilisation de lignées plus ou moins consanguines. Ces lignées sont issues de croisements 

consanguins (frère-sœur) pendant au moins vingt générations. Les individus sont 

homozygotes et stables dans l’expression des caractères d’intérêt. Ces caractères ou 

phénotypes sont des variables mesurables sur les individus, par exemple la quantité de 

salmonelles dans un organe suite à une infection. Pour étudier l’impact de la génétique sur le 

caractère, différentes stratégies peuvent être mises en place : (i) l’utilisation d’individus F2 ou 

N2 (Figure 10) issus d’un croisement entre deux lignées consanguines divergentes pour le 

caractère d’intérêt afin d’identifier des QTLs et des gènes candidats ; (ii) des croisements plus 

complexes, par exemple des N2F1 (Figure 10) ou des lignées congéniques, afin de valider un 

gène ou de réduire une région particulière du génome identifiée suite à une analyse sur des 

F2 ou des N2 ; enfin, (iii) l’utilisation de populations présentant une diversité génétique 
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élevées tel que les lignées du Collaborative Cross ou des populations non consanguines 

(Outbred) telles que les souris du Diversity Outbred (DO) permettant les analyses de QTL 

mapping équivalentes au Genome-Wide Association Study (GWAS) chez l’Homme. 

 
Figure 10 : Schéma des stratégies de croisement pour l’obtention de souris F2 (à gauche) et 

de souris N2 et N2F1 (à droite). 

1) Le modèle « souris » 

Le modèle souris est largement utilisé en recherche afin d’identifier et de comprendre des 

phénomènes biologiques impliqués par exemple dans des maladies infectieuses. Les 

découvertes faites avec ce modèle peuvent être transposables à d’autres espèces notamment 

à l’Homme (mammifère). L’utilisation de lignées consanguines, les facilités d’élevage (temps 

de génération courts, petite taille, faible coût), ainsi que les possibilités de manipulation à 

façon du génome (Knock-out, Knock-in…), font de la souris un très bon modèle expérimental, 

notamment pour les études de génétique. Ce modèle a permis d’identifier de nombreux QTLs, 

gènes et même des fonctions moléculaires et cellulaires impliquées dans la sensibilité à des 

agents infectieux tels que Salmonella [97–99]. 
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Les modèles expérimentaux développés pour l’étude des infections par Salmonella 

Plusieurs études ont été menées en utilisant le sérotype S. Typhimurium [100]. Ce modèle 

souris se rapproche d’une pathologie induite par S. Typhi ou Paratyphi chez l’Homme. Il est 

donc utilisé pour l’étude de fièvres typhoïdes [101]. Une infection systémique s’installe 

rapidement dans les 4 jours suivant l’infection, pouvant mener à la mort de certains individus, 

puis la bactérie est éliminée dans les 2 à 3 semaines suivant l’infection (Figure 11). Néanmoins, 

certains individus peuvent porter à plus long terme la bactérie et la transmettre à leurs 

congénères. 

 
Figure 11 : Les quatre phases d’une infection sub-létale par S. Typhimurium. 

La ligne bleue représente la réponse des souris immunocompétentes de type sauvage (WT), 
tandis que la ligne rouge correspond à l'absence de réponse de l'hôte aux différentes phases. 

Dans la première phase (1), les bactéries sont rapidement éliminées du sang. Dans la 
deuxième phase (2), les bactéries commencent une croissance exponentielle et l'hôte initie 
une réponse immunitaire (PPRs et cytokine). Dans la troisième phase (3) les bactéries sont 
éliminées. Dans la quatrième phase (4) la réponse immunitaire adaptative se met en place, 
essentielle pour prévenir les rechutes (*) ou l'établissement d'un état de portage chronique 

(**). Traduit et adapté de [102]. 
 

Ce portage chronique a été étudié en utilisant deux modèles d’infection : soit une infection 

avec une forte dose, environ 108 unités formant colonies (UFC), de S. Typhimurium (ST) dans 

des 129Sv  [103], soit une infection avec une dose classique (103 UFC) de S. Enteritidis (SE) [97] 

(Figure 12). Les animaux sont infectés par voie intraveineuse, intrapéritonéale ou orale entre 
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9 et 12 semaines d’âge, le temps d’acquérir un système immunitaire mature. Quelques jours 

après l’infection, 4 jours pour un modèle d’infection systémique (ST) ou 21 à 48 jours pour un 

modèle de portage à long-terme (SE), des échantillons de foie, rate ou d’intestin sont prélevés 

sur les animaux pour mesurer les charges bactériennes. 

 
Figure 12 : Charges bactériennes dans la rate dans un modèle d’infection par SE (portage 

chronique) dans deux lignées consanguines C57BL/6J (point, ligne continue) et 
12956/SvEvTac (129Sv) (triangle, ligne pointillée). 

Une première phase de croissance exponentielle des bactéries est observée dans les 
premières jours après l’infection. Puis les bactéries sont éliminées progressivement. Une 
différence significative de portage est identifiée entre les deux lignées dès 21 jours après 

infection. Les individus de la lignées 129sv sont capables d’éliminer complètement les 
bactéries 42 jours après l’infection [97]. 

 

Les lignées génétiques utilisées 

L’étude génétique de la réponse à Salmonella a été réalisée dans un premier temps en utilisant 

des lignées de souris consanguines classiques de laboratoire telle que C57BL/6 (B6) ou 

12956/SvEvTac (129Sv) [97, 104, 105]. Ces dernières années de nouvelles populations murines 

génétiques de référence (GRPs) ont vu le jour et ont permis d’optimiser ce type d’études en 

augmentant la diversité génétique prise en compte dans les analyses [106]. Nous allons 

décrire ici deux populations de référence que nous avons utilisées lors de cette thèse. 

Le Collaborative Cross 

Le Collaborative Cross (CC) est un panel de lignées de souris consanguines développé à partir 

de 2004 par un consortium de chercheur intéressés par l’étude de caractères quantitatifs : le 

Complex-Trait Consortium. Le but de la création de ces lignées était de produire une 
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population de référence présentant une grande diversité génétique tout en évitant les effets 

de structure de population [107]. 

Les souris du CC sont dérivées de huit lignées parentales issues des trois sous-espèces 

majeures de Mus musculus : M. m. musculus, M. m. domesticus, et M. m. castaneus. Trois 

lignées parentales dérivées d’individus sauvages (CAST/EiJ, PWK/PhJ et WSB/EiJ) et cinq 

lignées parentales de laboratoire (C57BL/6J, A/J, 129S1/SvImJ, NOD/LtJ et NZO/H1LtJ) ont été 

croisées selon un schéma bien établi (Figure 13). Chaque lignée parentale est représentée par 

une couleur. La première étape consiste en un croisement des lignées parentales deux à deux 

afin d’obtenir quatre hybrides de première génération G1. Lors de cette étape, il existe 40 320 

(factorielle 8) possibilités de croisement. La deuxième étape est un croisement des souris G1 

deux à deux pour l’obtention des souris G2. Il y a donc 576 possibilités de croisement. Puis, un 

croisement des souris G2 permet l’obtention de souris G2:F1, souris hétérozygotes ayant 1/8 

du matériel génétique de chacune des huit lignées parentales. Enfin, un croisement 

consanguin entre frère et sœur (inbreeding) pendant 20 générations permet d’obtenir des 

souris consanguines ayant 1/8 du matériel génétique de chacune des huit lignées parentales. 

Aujourd’hui, 73 lignées du CC sont maintenues et disponibles pour la recherche. Un chiffre 

bien inférieur à l’objectif initial de 1000 lignées du CC !  Cela peut être expliqué par l’extinction 

de lignées durant le processus de croisement suite à l’infertilité de certains mâles ou bien à 

une incompatibilité génomique entre allèles sauvages [108]. 

L’introduction de génomes d’origine sauvage dans le schéma de croisement a permis d’obtenir 

une grande diversité génétique avec près de 90% des variations du génome de la souris 

représentées [109]. Cette variabilité génétique, associée à une large variabilité phénotypique 

(physiologique, morphologique ou comportementale) a permis d’augmenter la puissance des 

analyses génétiques et d’identifier des QTLs, gènes ou variations génétiques d’intérêt [110]. 

Le séquençage complet des huit lignées parentales et le génotypage à très haute densité des 

lignées du CC facilitent les analyses de type QTLs et permettent une homogénéisation des 

résultats entre laboratoires de recherche. De plus, les lignées du CC étant consanguines 

(génétiquement identiques à >99%), les expérimentations sont reproductibles dans le temps 

et l’espace. 
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Figure 13 : Stratégies utilisées pour l’obtention des souris du Collaborative Cross et du 

Diversity Outbred. Traduit et adapté de [111]. 
 

Le Diversity Outbred 

Le Diversity Outbred (DO) a été développé en complément du CC. C’est une population non-

consanguine dérivée de 160 pré-CC (outbreeding), maintenue par croisement aléatoire au 

Jackson Laboratory (Etats-Unis). Chaque individu est unique et hétérozygote (Figure 13). Le 

DO est un très bon outil de cartographie génétique à très haute résolution [112–114]. C’est le 

modèle génétique qui se rapproche le plus de ce qu’on peut observer chez l’Homme avec les 

études GWAS (Genome-wide association studies). Il nécessite néanmoins le génotypage de 

chaque individu, ceux–ci étant génétiquement tous différents les uns des autres. 
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2) Le modèle « poulet » 

Les modèles expérimentaux développés pour l’étude d’infections par Salmonella 

Comme pour la souris, différents types de modèles expérimentaux peuvent être décrits chez 

la poule : des modèles de résistance à la colonisation ou au portage chronique par S. Enteritidis 

ou S. Typhimurium, ou bien des modèles de résistance à une infection systémique par S. 

Gallinarum par exemple. Nous nous intéresserons ici aux modèles expérimentaux développés 

pour les études d’une infection par S. Enteritidis. Après une rapide infection systémique qui 

se résout entre 3 et 4 semaines (élimination des bactéries dans la rate après 4 semaines), un 

portage chronique peut se déclarer avec une charge bactérienne observée dans les caeca plus 

de 9 semaines après infection (Figure 14) [15, 115]. 

 
Figure 14 : Infection systémique chez la poule PA12 par SE type LA5 sauvage (point) ou 

isogénique pour la mutation bamB (croix). 
Charges bactériennes (UFC/g) dans la rate (A) et le contenu caecal (B). Elimination des 

bactéries dans la rate dans les 4 à 5 semaines après infection. Charges bactériennes pouvant 
persister dans le caeca plus de 9 semaines après infection (portage chronique)  [15]. 

 

Dans les études génétiques menées, l’inoculum est généralement administré par voie orale, 

mais peut l’être aussi par voie intraveineuse ou intrapéritonéale. L’âge des individus dépend 

des objectifs de l’étude : il peut aller de 1 jour après éclosion pour des études d’infection chez 

de jeunes poussins, à plusieurs semaines pour des études d’infection chez la poule pondeuse 

et le mode de contamination des œufs de consommation. Les dates d’échantillonnages 

peuvent aller de 3 jours après infection pour l’étude de la résistance à la colonisation, jusqu’à 

plusieurs semaines pour l’étude de la résistance au portage chronique. Les caractères 

observés sont les charges bactériennes dans le foie, la rate et le contenu caecal ou fécal, ainsi 

que la survie des jeunes individus [116]. Il est important de bien adapter le modèle 



Partie 2 : Génétique 

43 
 

expérimental aux objectifs de l’étude. Par exemple l’âge est un facteur très important. Une 

étude génétique menée sur des lignées divergentes a montré que la résistance génétique chez 

de jeunes individus est négativement corrélée à la résistance chez l’adulte [117]. 

Les lignées génétiques utilisées 

Les analyses ont été menées sur différents fonds génétiques de poule pondeuse, 

principalement des lignées de White Leghorn ou de Rhode Island Red. Ces lignées peuvent 

être des lignées consanguines expérimentales (inbred) ou des lignées commerciales non-

consanguines (outbred) [116]. Contrairement à la souris, chez la poule, les lignées que l’on 

appelle inbred sont nettement moins consanguines. Le maintien de ces lignées se fait par 

croisements entre frères et sœurs, en utilisant plusieurs individus par génération. Il peut ainsi 

rester des variabilités génétiques résiduelles au sein d’une même lignée. C’est le cas des 

lignées N et 61, divergentes pour la résistance à Salmonella, que nous avons utilisées dans les 

expérimentations de cette thèse. Des croisements (F2 ou backcross) entre ces lignées ont 

permis d’identifier des QTLs et des gènes candidats associés à la résistance à Salmonella (cf. 

paragraphe VIII). De plus, chez la poule, des lignées « divergentes » ne sont pas forcément 

consanguines. De telles lignées sont sélectionnées génétiquement sur plusieurs générations 

pour un caractère d’intérêt. Ces lignées sont à la fois une démonstration de l’existence d’un 

contrôle génétique du caractère et un outil d’étude de l’architecture génétique de ce 

caractère. C’est le cas par exemple des lignées divergentes « R+ » et « R- » qui ont été 

sélectionnées sur la consommation alimentaire « résiduelle » des oiseaux adultes [118]. Des 

lignées congéniques ont également été développées et utilisées dans les expérimentations 

chez la poule. Par exemple, les lignées congéniques pour le MHC B produites par backcross 

entre une femelle de la lignée fortement consanguine UCD 003 (lignée receveuse) et des males 

présentant une variabilité génétique au niveau du complexe MHC-B (lignées donneuses). Ces 

lignées ont été utilisées pour l’étude de la résistance à SE [119]. 

Les lignées N et 61, contrastées pour leur résistance à Salmonella 

Dans cette partie, nous allons présenter les deux lignées inbred de White Leghorn que nous 

avons utilisées lors de cette thèse : les lignées N et 61. La lignée 61 a été développée à l’origine 

dans les années 40 à 60 pour l’étude de tumeurs, de la maladie de Marek et des leucoses 

aviaires au Regional Poultry Research Laboratory, aujourd’hui ADOL pour Avian Disease and 

Oncology Laboratory (East-Lansing, MI, USA). La lignée N a été développée pour l’étude de la 
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résistance à maladie de Marek par Cole à l’université de Cornell dans les années 60 puis a été 

introduite au ADOL dans les années 70 [120]. Lors d’une collaboration dans les années 2000 

avec l’Institute for Animal Health (Compton, UK), ces deux lignées ont été importées en France 

à l’INRAE. Elles sont aujourd’hui maintenues au Pôle d’Expérimentation Avicole de Tours 

(PEAT, Nouzilly, France). Ce sont des lignées fortement consanguines produites par 

croisements entre frères et sœurs pendant plusieurs générations. De nombreuses études ont 

été menées sur ces deux lignées, en particulier sur la résistance à des pathogènes tels que 

Salmonella [76, 121–123] et Campylobacter [124, 125]. La lignée 61 et la lignée N sont 

respectivement sensible et résistante à S. Enteritidis, c’est l’inverse pour Campylobacter. 

VII. Les méthodes de génétique quantitative 

Gregor Johann Mendel est considéré comme le « père » de la génétique moderne. En 

travaillant sur les plantes, il instaure les trois lois de l’hérédité génétique : la loi de ségrégation, 

la loi d’indépendance des assortiments et la loi de dominance. Ces travaux portent sur des 

caractères expliqués par une seule région du génome : un seul gène. On peut parler de 

contrôle monogénique. Cependant, dans la plupart des cas, plusieurs gènes ou régions sont 

impliqués dans le contrôle du caractère. On parle alors de contrôle polygénique et on travaille 

sur des caractères quantitatifs. 

1) Les caractères quantitatifs 

Un caractère quantitatif aussi appelé phénotype (P), peut être défini comme une variable 

observable et mesurable chez un individu. Il est dépendant d’une composante génétique (G) 

et d’une composante environnementale (E) :  

P = G + E  

Théoriquement, dans des conditions environnementales contrôlées (E stable), les variations 

du phénotype (P) peuvent être expliquées par des variations du génotype (G). Les études 

génétiques cherchent à identifier les facteurs responsables de ces variations génétiques en 

utilisant des populations pour lesquelles les individus présentent une large variabilité de 

phénotypes. L’objectif est d’identifier des régions ou locus (leur nombre et leur position sur le 
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génome) appelés Quantitative Trait locus (QTLs), associés au phénotype. Lorsque plusieurs 

locus sont impliqués, ils peuvent interagir les uns avec les autres : on parle d’effet additif ou 

d’effet épistatique. Ces locus peuvent également avoir un effet plus ou moins important sur 

le phénotype ; on peut alors définir le pourcentage de variation du phénotype dans la 

population qui est expliqué par le locus. La Figure 15 reprend la notion de relation entre effets 

des gènes et nombre de gènes impliqués. 

 
Figure 15 : Nombre de gènes et effet des gènes expliquant un caractère quantitatif : contrôle 

polygénique ou monogénique. 
 

2) Les variants génétiques 

Les variants génétiques correspondent à des variations de la séquence d’ADN pouvant ou non 

avoir un impact sur le phénotype. Ces variants génétiques peuvent être choisis et utilisés 

comme marqueurs génétiques dans une étude quantitative. Ces études génétiques 

nécessitent de connaître le génotype des individus, c’est-à-dire les allèles de différents 

marqueurs génétiques pour chaque individu, en général répartis sur l’ensemble de leur 

génome. Il existe différents types de marqueurs génétiques, dont par exemple les SNPs ou les 

microsatellites (Figure 16). Les plus utilisés sont de loin les SNPs.  

Les SNPs 

Les SNPs (single-nucleotide polymorphism) sont des variations d’une seule paire de base dans 

une séquence génétique entre individus d’une même espèce. Chez l’Homme, ils représentent 

plus de 90% des variations observées dans les génomes [126]. Un SNP se différencie d’une 

mutation ponctuelle lorsque la fréquence de l’allèle minoritaire est supérieure à 1% dans la 

population [127]. Les SNPs sont des marqueurs génétiques très abondants et distribués 
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uniformément dans le génome (tous les 100 à 1000 paires de bases). Ils peuvent être situés 

dans les régions codante ou non-codante des gènes, ou entre les gènes, dans les régions inter-

géniques. Un SNP dans une région codante peut avoir un impact sur la structure de la protéine 

traduite et donc sur la fonction de cette protéine. C’est le cas pour certaines maladies telle 

que la drépanocytose où un seul SNP explique la maladie [128]. Dans ce cas, le SNP identifié 

est dit causal ; il est directement lié au phénotype. Néanmoins, les régions codantes ne 

représentent qu’une faible proportion du génome entier (2% chez l’Homme) et il a été estimé 

que 90% des SNPs associés à une pathologie humaine sont situés dans une région non-codante 

[129]. Un SNP dans une région non codante ou inter-génique peut avoir un impact sur le 

niveau d’expression d’un gène ou sur la stabilité d’un ARN messager. Il est plus difficile dans 

ce cas d’identifier le SNP causal. Les SNPs sont des variants génétiques très utilisés dans les 

analyses d’association pour l’identification de QTLs associés au phénotype. Les SNPs identifiés 

lors de ces analyses sont en général en déséquilibre de liaisons avec le SNP causal. Il existe 

plusieurs méthodes pour identifier l’allèle d’un SNP dans un échantillon d’ADN, par exemple 

l’utilisation de puces à ADN ou microarrays en anglais (cf. VII 3-Les puces à ADN). 

Les microsatellites 

Les microsatellites sont des séquences répétées d’ADN de 2 à 5 paires de bases présentes dans 

les génomes des Eucaryotes, en abondance chez les Mammifères comme la souris, mais 

beaucoup moins abondant chez les oiseaux comme la poule [130]. Les microsatellites sont 

présents dans des régions non-codantes du génome et sont stables de génération en 

génération. Le nombre de répétitions de ces microsatellites peut être très variable entre 

individus, leur conférant un intérêt en tant que marqueurs génétiques. Une amplification de 

ces régions polymorphiques par PCR suivie d’une migration sur gel d’agarose par une 

électrophorèse permet de les caractériser facilement. 

Autres polymorphismes 

Les insertions ou délétions d’une séquence d’ADN de petite taille, les translocations 

réciproques ou Robertsoniennes ou bien les CNV pour copy number variation ou variations du 

nombre de copies sont également des polymorphismes pouvant être associés à un caractère 

quantitatif. 
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Figure 16 : Exemples de variations génétiques pouvant avoir un impact sur des caractères 

quantitatifs. 
  

3) Les puces à ADN 

L’utilisation de puces à ADN permet le génotypage à plus ou moins grande échelle de SNPs 

dans un échantillon d’ADN, c’est-à-dire la caractérisation des allèles des différents SNPs testés, 

en général répartis sur l’ensemble du génome. Ces puces sont des lames de verre sur 

lesquelles sont fixées des fragments d’ADN spécifiques des allèles de chaque SNP à tester, 

appelés sondes. L’ADN à génotyper est marqué par un fluorochrome. Il s’hybride sur la sonde 

lorsqu’il y a une complémentarité des séquences. La fluorescence est ensuite détectée et 

quantifiée. Plusieurs sociétés commerciales proposent ce genre de puces à ADN 

(principalement Illumina et Affymetrix). 

Chez la souris, les nouvelles techniques de séquençages et la production des nouvelles GRPs 

tel que le CC, ont permis le développement de nouvelles puces à ADN. Par exemple, la puce 

MUGA pour Mouse Universal Genotyping Array (Première génération, 2012), la puce 

MegaMUGA (Deuxième génération, 2015) et la puce GigaMUGA (Troisième génération) sont 

des puces de génotypage à faible coût développées par la société Illumina [131–133]. Les SNPs 
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présents sur ces puces ont été choisis pour représenter au mieux les populations de souris 

utilisées en laboratoire et notamment les 8 lignées parentales du Collaborative Cross. MUGA 

contient 7851 SNPs avec une couverture du génome environ tous les 300 kb. MegaMUGA 

contient 77808 SNPs espacés en moyenne de 33 kb, incluant le chromosome mitochondrial et 

le chromosome Y. Enfin, GigaMUGA contient plus de 141090 SNPs espacés d’environ 10 kb 

incluant le chromosome X et Y et le génome mitochondrial [132]. Les lignées du Collaborative 

Cross ainsi que les 8 lignées parentales ont pu être génotypées avec ces puces hautes densité. 

Les données sont disponibles en ligne. 

4) Le QTL mapping 

Un QTL est une région du génome ou un haplotype dont les allèles sont associés à la variation 

d’un caractère (phénotype) quantitatif. La détection de QTLs est basée sur des analyses 

statistiques permettant d’associer des informations phénotypiques et des informations 

génotypiques. La puissance de détection d’un QTL est fonction de plusieurs facteurs : i) la 

génétique de la population utilisée (fond génétique) et le nombre de recombinaisons 

génétiques qu’elle présente (type de croisement, structure de la population) ; ii) le nombre et 

les effets des QTLs sur le caractère d’intérêt ainsi que leurs interactions ; iii) le nombre 

d’individus et la profondeur de génotypage des individus utilisés dans l’analyse. 

Deux approches : l’analyse de liaison ou d’association 

Il existe plusieurs méthodes pour identifier des QTLs : les analyses de liaison, les analyses 

d’association ou une combinaison de ces deux types d’analyses. Les analyses de liaison sont 

effectuées sur le principe de l’observation de la descendance d’un individu hétérozygote 

(souvent un F1) pour de nombreux marqueurs génétiques (Figure 17). Pour chaque marqueur, 

en fonction de l’allèle qui a été transmis, si des différences de phénotype sont observées dans 

la descendance, on peut conclure à la présence d’un QTL à proximité du marqueur étudié. Ces 

analyses nécessitent une descendance en ségrégation, par exemple des populations F2 ou BC, 

au sein desquelles beaucoup de marqueurs seront hétérozygotes. La carte génétique doit être 

de bonne qualité ; les marqueurs doivent être régulièrement répartis sur le génome. 
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Figure 17 : Principe d’une analyse de liaison. 

Un parent hétérozygote transmet l’allèle 1 ou l’allèle 2 à sa descendance. Le phénotype est 
mesuré dans cette descendance. Si la différence entre les moyennes des deux groupes (Allèle 

1 ou 2) est significative, alors un QTL se situe à proximité du marqueur étudié. 
 

 

Les analyses d’association, quant à elles, se basent sur le principe de déséquilibre de liaison 

(association préférentielle entre deux allèles à deux loci différents). C’est un haplotype qui est 

pris en compte dans l’analyse, soit plusieurs SNPs situés à proximité en déséquilibre de liaison 

(Figure 18). Ces analyses sont réalisées sur une population dont la diversité génétique est 

importante, par exemple les souris du DO. Ces populations présentent un grand nombre de 

recombinaisons génétiques. 
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Figure 18 : Principe d’une analyse d’association. 

A partir d’une population génétique diversifiée, des haplotypes sont pris en compte dans 
l’analyse, soit plusieurs SNPs situés à proximité en déséquilibre de liaison. Si la différence 
entre les moyennes des deux groupes (Haplotype 1 ou 2) est significative, alors un QTL se 

situe à proximité du locus étudié. 
 

Quel que soit le type d’analyse, pour définir si la différence entre les moyennes des deux 

groupes est significative, des tests statistiques sont utilisés, tels que des analyses de la 

variance (ANOVA) ou des tests de Student (t-test). Les valeurs de log10(P) ou de 

logarithm(base10) of the odds (LOD score) sont calculées sur l’ensemble du génome et 

peuvent être représentées sur un graphique tel que présenté sur la Figure 19. Le LOD score est 

un indicateur statistique permettant d’estimer la probabilité de liaison entre deux marqueurs. 

C’est le logarithme du rapport de vraisemblance entre deux hypothèses : 

 

log 10
𝐻0 ∶ 𝑣𝑟𝑎𝑖𝑠𝑒𝑚𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑒 "𝑝𝑟é𝑠𝑒𝑛𝑐𝑒 𝑑′𝑢𝑛 𝑄𝑇𝐿"

𝐻1 ∶ 𝑣𝑟𝑎𝑖𝑠𝑒𝑚𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑒 "𝑎𝑏𝑠𝑒𝑛𝑐𝑒 𝑑𝑒 𝑄𝑇𝐿" 
 

 

Les pics de LOD score représentent des régions où une association peut être faite entre le 

génotype et le phénotype. Les seuils de significativités peuvent être définis de différentes 

manières. La méthode la plus utilisée est un test de permutation. Ces seuils sont représentés 

par des lignes horizontales (Figure 19). Ils définissent les limites du QTL. Le test de permutation 

est une approche statistique robuste qui permet de réaliser des régressions linéaires sans 

avoir à vérifier les hypothèses de normalité et d’homoscédasticité des résidus, en se basant 

sur des méthodes de ré-échantillonnage aléatoire. 
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Figure 19 : Cartographie d’association sur le nombre de neutrophiles dans 742 souris DO. 

La ligne horizontale en pointillés représente le seuil de significativité à 5%. Deux QTLs ont été 
identifiés, le premier sur le chromosome 1 et le deuxième sur le chromosome 7 [134]. 

Comparaison des deux approches 

Dans une analyse de liaison et l’utilisation de populations F2 et BC par exemple, le faible 

nombre de recombinaisons génétiques permet la détection de QTLs, mais avec une faible 

résolution. Les QTLs sont identifiés avec de larges intervalles de confiance. Il est donc difficile 

d’identifier un gène candidat unique sous ces QTLs. Néanmoins, du fait de ce faible nombre 

de recombinaisons, peu de marqueurs sont nécessaires à l’identification de QTLs. Ainsi, 

augmenter le nombre de marqueurs ne permet pas d’augmenter la résolution de détection 

[135]. Cependant, augmenter le nombre d’individus dans l’analyse permet d’augmenter la 

puissance de détection. Par exemple, pour la détection d’un QTL avec un effet faible sur le 

phénotype (environ 5%), un espacement de 20 cM entre marqueurs et 300 animaux F2 sont 

suffisants pour détecter le QTL sur un intervalle de confiance de 40 cM, tandis que 1000 

animaux sont nécessaires pour un intervalle de 10 cM [135–137]. Enfin, l’utilisation de 

seulement deux lignées consanguines expérimentales à la base des croisements F2 ou BC ne 

permet pas de représenter la diversité génétique de l’espèce dans laquelle les études sont 

menées [138]. Ainsi, tous les QTLs ne peuvent pas être identifiés dans ce type d’approche, 

d’où l’intérêt du Collaborative Cross (cf. $2). 

Dans une analyse d’association, les populations utilisées sont génétiquement beaucoup plus 

diversifiées. L’existence d’une structuration de la population peut avoir un impact sur les 

résultats mais les populations telles que les DO de par leur schéma de croisement, permettent 

de s’affranchir de ces difficultés [107]. Le grand nombre de recombinaisons génétiques 

permet d’obtenir une résolution d’analyse beaucoup plus fine. L’utilisation d’un grand nombre 
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de marqueurs est néanmoins nécessaire pour obtenir cette haute résolution. Chez la souris, 

le développement des nouvelles générations de puces de génotypage (MUGA, MegaMUGA et 

GigaMUGA) permet d’obtenir cette résolution [133]. 

Les approches utilisées avec les lignées du CC 

La caractérisation des génomes des lignées des CC a été réalisée initialement avec des puces 

à ADN MUGA puis MegaMUGA. Récemment, le séquençage complet et le génotypage 

GigaMUGA d’un mâle pour les 69 lignées du CC ont été réalisés [139]. Les données produites 

sont partagées entre tous les utilisateurs des CC. A partir des données de génotypage, une 

reconstruction des génomes des lignées du CC en fonction des allèles des huit lignées 

parentales a été réalisée. Le génome des lignées du CC reconstruit est une mosaïque de 

segments hérités des huit lignées parentales (Figure 20, A). Chaque couleur représente une 

lignée parentale. Pour reconstruire les haplotypes, le modèle statistique HMM, pour Hidden 

Markov model utilisant les probabilités qu’une lignée parentale contribue à l’allèle pour 

chaque marqueur, a été utilisé. La puce MegaMUGA a été conçue pour distinguer les huit 

lignées parentales dans n'importe quelle fenêtre de trois marqueurs [133]. La Figure 20B 

représente la reconstruction entre une région héritée de la lignée parentale A/J et une région 

héritée de CAST/EiJ. La position de la transition entre les deux régions, représentant un 

évènement de « crossover », reste incertaine (région grise). 

 
Figure 20 : Reconstruction des haplotypes dans une population CC 

(A) Exemple de reconstruction pour la lignée CC011/Unc, (B) Représentation schématique 
d’une reconstitution par un modèle HMM [133]. 
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Deux modèles statistiques de régression linéaire peuvent être utilisés pour faire du QTL 

mapping. Le premier est un modèle additif (additive model) prenant en compte 8 probabilités, 

soit les 8 combinaisons homozygotes des allèles des 8 lignées parentales. Dans ce modèle, 

l’hypothèse est que les allèles des 8 lignées parentales ont un effet additif. A chaque locus, les 

allèles des 8 lignées fondatrices sont testés pour identifier leur contribution au phénotype. 

Tester la présence d’un QTL revient donc à tester si la contribution génétique des fondateurs 

est significativement différente. Le deuxième est un modèle dit complet (full model) prenant 

en compte les 36 probabilités, soit 8 homozygotes et 28 hétérozygotes. Dans ce modèle, les 

effets de dominance sont pris en compte. Quel que soit le modèle, des covariables tels que 

l’expérimentation, le sexe ou l’âge peuvent également être pris en compte. Des outils 

informatiques tels que R/QTL2 sous R permettent le calcul des LOD score ou log10(P), 

l’identification des QTLs, le calcul des seuils de significativités (0.9, 0.5, 0.99), les intervalles de 

confiance de localisation des QTLs et les effets des allèles des lignées parentales. 

Une simulation avait montré que l’utilisation de 500 lignées CC permettrait une puissance de 

67% pour détecter un QTL d’effet faible (5%) [140]. Cependant le nombre de lignées du CC 

disponibles aujourd’hui est bien inférieur. Néanmoins, plus récemment, des études ont 

montré qu’un nombre limité de lignées reste suffisant pour la détection de QTLs et 

l’identification de gènes candidats [106, 141, 142]. De plus, de nombreux autres facteurs 

influencent l’identification de gènes candidats par ces analyses QTLs tels que la diversité des 

haplotypes des lignées fondatrices présentes dans les CC testées, les effets des covariables, la 

nature multigénique du caractère testé, le niveau d’effet du gène sur le caractère [143]. Les 

stratégies mises en place en combinant l’utilisation de CC, DO et F2 permettent d’optimiser 

l’identification de ces gènes candidtats [111]. 

Les approches utilisées avec les souris du DO 

Le DO est une population non-consanguine (outbred) présentant un fort degré de diversité 

génétique et phénotypique. Le grand nombre de recombinaisons génétiques permet 

d’augmenter la résolution des analyses QTLs, se rapprochant de celles qui peuvent être 

obtenues en GWAS chez l’Homme. Les puces à ADN haute densité utilisées pour le génotype 

(MegaMUGA ou GigaMUGA) permettent la reconstruction des génomes soit 36 combinaisons 

génétique (8 homozygotes et 28 hétérozygotes). Comme pour les CC, un modèle additif ou 

complet peut être utilisé et des outils informatiques tels que R/QTL2 permettent le calcul des 
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LOD score ou log10(P), l’identification des QTLs, le calcul des seuils de significativité, les 

intervalles de confiance de localisation des QTLs et les effets des allèles des lignées 

fondatrices. 

Les analyses menées jusqu’à présent avec des souris DO ont permis de valider la capacité de 

détection des QTLs avec une très haute résolution. Par exemple, une étude sur le cholestérol 

avec 150 souris du DO a permis d’identifier 1 QTL avec un intervalle de confiance de 2 Mb 

contenant seulement 11 gènes [112]. Une récente étude sur le taux de filtration glomérulaire 

dans le rein a permis d’identifier 1 QTL de 1 Mb d’intervalle de confiance contenant 32 gènes 

et pseudo-gènes avec seulement 120 femelles du DO [144]. 

5) L’identification des gènes candidats 

Une fois le QTL identifié et positionné, l’objectif est d’identifier sous ce QTL, des gènes ou des 

SNPs candidats associés au phénotype d’intérêt. Les récentes avancées en matière de 

séquençage et de bioinformatique permettent de mieux estimer aujourd’hui l’impact d’un 

grand nombre de SNPs sur les gènes et les phénotypes associés. Par exemple, il est possible 

de savoir si un SNP altère la structure d’une protéine ou sa fonction (présence dans un exon) 

ou bien s’il modifie l’expression d’un gène (présence dans un promoteur ou un amplificateur) 

[145]. Chez la souris, ces informations sont en accès libre (open access) en ligne. 

Un autre moyen permettant l’identification de gènes candidats est l’analyse transcriptomique. 

Il est en effet possible qu’un caractère quantitatif soit associé à une altération de l’expression 

d’un gène. Ainsi, de nombreuses études de transcriptomiques ont permis l’identification de 

gènes candidats associés à un phénotype d’intérêt [146–150]. Cependant, le niveau 

d’expression d’un gène est souvent lié aux tissus dans lequel il est exprimé. Ces différences 

entre tissus rendent donc les résultats difficiles à interpréter. Il est donc important de bien 

choisir le tissu dans lequel mener l’analyse. 

Finalement, les gènes candidats identifiés peuvent être validés par différentes méthodes 

comme par exemple l’utilisation de lignées N2F1, de lignées congéniques ou de lignées Knock-

out (Ko) ou mutées pour les gènes candidats. Avec le développement des méthodes d’édition 

du génome tel que la technologie CRISPR/Cas9, il est de plus en plus facile de produire des 
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lignées transgéniques Ko ou mutées pour un gène candidat. Chez la souris, certaine de ces 

lignées sont déjà disponibles à l’achat en ligne. 

VIII. La résistance à SE : les QTLs chez la souris et la poule 

Les modèles expérimentaux et les méthodes de QTL mapping présentés précédemment ont 

permis, chez la souris et la poule, d’identifier des QTLs et des gènes candidats associés à la 

réponse à Salmonella Enteritidis. Aucun gène majeur n’a été identifié, quel que soit le modèle. 

Néanmoins, certains de ces gènes candidats sont communs aux deux modèles souris et poule. 

1) Les QTLs chez la souris  

Jusqu’à aujourd’hui, dix QTLs nommés Ses pour Salmonella Enteritidis susceptibility ont été 

identifié chez la souris (Tableau 2). 

Phénotype Symbole Chromosome Localisation (bp) Références 

Comptage 
SE dans la 

rate 42 
jours post-
infection 

Ses1a 1 73726922- 73727077 [98] 

Ses1b 1 Synténique [98] 

Ses2 7 84290094- 84290240 [97] 

Ses3 15 74117005- 74117153 [97] 

Ses4 X Synténique [98] 

Ses5 7 Synténique [98] 

Ses6 9 2 cM [98] 

Ses7 2 133306330- 133306474 [98] 

Ses8 4 25683240- 25683429 [98] 

Ses9 3 136057332- 136057456 [98] 

Ses10 13 99739968- 99740106 [98] 

Tableau 2 : Liste des QTLs associés à la réponse à Salmonella Enteritidis chez la souris. 
 

Ses1, Ses2 et ont été identifié dans une analyse sur des F2 entre C57BL/6J (B6) et 

12956/SvEvTac (129Sv) [97]. B6 est une lignée capable d’éliminer rapidement SE alors que 

129Sv est une lignée pouvant présenter un portage à plus long terme. Dans cette étude, le 

gène Slc11a1 (anciennement Nramp1) présent sous Ses1 a été mis en avant. Ce gène avait 

déjà été identifié dans de précédentes études comme étant associé à la résistance à S. 

Typhimurium (cf. Slc11a1, page 43). Ses1 a été ensuite validé en utilisant des souris backcross 

entre 129Sv et B6 [98]. Cette étude a permis de restreindre Ses1 en deux régions distinctes, 
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Ses1a et Ses1b, mais n’a pas permis de valider Ses2 et Ses3. Finalement, une analyse 

d’association séparant mâles et femelles a permis d’identifier 7 nouveaux QTLs : de Ses4 à 

Ses10 [98]. Plus récemment, des validations fonctionnelles de ces QTLs ont été menées dans 

des lignées congéniques (entre B6 et 129Sv) et des interactions entre ces QTLs ont été 

montrées [151]. 

2) Les QTLs chez la poule 

Chez la poule, trois études ont permis d’identifier des QTLs associés à la résistance au portage 

après une infection par Salmonella Enteritidis (Tableau 3). Ces trois études ont reposé sur des 

croisements F2 ou backcross entre la lignée N et la lignée 61. Certains de ces QTLs ont pu être 

validés dans des études a posteriori dans un autre fond génétique [152]. Des travaux similaires 

ont également été menés sur la résistance à S. Typhimurium sur ces mêmes lignées N et/ou 

61 et ont également identifié des QTLs [121, 123, 153], dont très peu sont localisés au même 

endroit que pour SE. Ces résultats révèlent des différences de mécanismes d’infection et 

d’interaction avec l’hôte entre les différences serotypes au sein du même genre bacterien 

Salmonella. 

Phénotype Chromosome Croissement Références 

Comptage SE 
issus d’un 
écouvillon 
cloacal ou 

dans le 
contenu 
caecal 

1, 2, 5, 11, 16 (N × 61) × (N × 61) 
ou (N × 61) × 61 

[123]  [152] 

1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 11, 14, 18, 22, 24, 
27 

(N × 61) × (N × 61) [154] 

2, 3, 5, 9, 15, 19, 21, 22, 23 24, 26  (N × 61) × (N × 61) [155] 

Tableau 3 : Liste des études ayant identifiées des QTLs associés à la réponse à Salmonella 
Enteritidis chez la poule. 

 

3) Les gènes identifiés  

Les analyses « gènes candidats » permettent de valider des gènes potentiellement associés à 

un phénotype. L’utilisation de lignées congéniques, Ko ou recombinantes permet ce type 

d’analyses. Ce paragraphe décrit les gènes d’intérêt associés à la résistance à S. Enteritidis qui 

ont pu être identifiés à la fois chez la souris et la poule ou dans l’un des deux modèles. 

Slc11a1 
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L’un des gènes identifiés est Nramp1 (Natural resistance-associated macrophage protein 1), 

renommé aujourd’hui Slc11a1 (Solute carriers family 11 member 1). Chez la souris, localisé 

sur le chromosome 1, il a d’abord été associé à la résistance à ST en utilisant des backcross F1 

et des F2 entre des C57BL/6J résistantes et des BALB/c sensibles à ST [100, 156]. Plus tard, un 

séquençage du gène chez des souris B6 et 129 a montré qu’une seule mutation en position 

169 (Asp -> Gly) était responsable de la perte de fonction de la protéine [157]. Dans l’étude 

de Caron et ses collaborateurs, le locus Ses1 contenant le gène Slc11a1, expliquant 20% de la 

variabilité, a été associé à l’infection par SE [97]. Chez la poule, un homologue à Slc11a1 a été 

identifié sur le chromosome 7 [158, 159]. En utilisant différents fonds génétiques (lignées 

expérimentales ou lignées commerciales non-consanguines), des polymorphismes ont été 

identifiés comme ayant un impact significatif sur la charge bactérienne dans le caecum et la 

rate sans pour autant représenter plus de 3 à 6% de la variation phénotypique dans les caecas 

et 18% dans la rate [160–163]. Par ailleurs, dans les croisements F2 entre les lignées N et 61, 

aucun QTL à proximité du gène n’a été identifié [154]. Ce gène ne semble donc pas être 

impliqué dans tous les fonds génétiques. 

Des études physiologiques et fonctionnelles ont montré le rôle de Slc11a1 dans le contrôle de 

la réplication intracellulaire des salmonelles dans les phagosomes ou les SCV. Slc11a1 code 

pour une protéine transmembranaire jouant le rôle de pompe au niveau des phagosomes 

dans les macrophages et les neutrophiles (transport de l’intérieur des phagosomes vers  

l’extérieur) pour des métaux divalents tels que Fe2+, Zn2+ et Mn2+ [164]. Or, ces métaux 

divalents sont nécessaires à la bactérie pour sa survie dans les phagosomes. Ainsi, une 

diminution de la disponibilité de ces ions ralentirait la multiplication des salmonelles [165, 

166]. Une étude d’expression du gène chez la poule, a montré qu’une sur-expression précoce 

chez des poussins pouvait être associée à la résistance à SE [167]. De nouvelles analyses ont 

montré que Slc11a1 aurait un impact sur la réponse adaptative avec un impact sur la 

différentiation des lymphocytes T auxiliaires pouvant expliquer le portage chronique de SE 

[99]. 

Finalement, une étude chez la souris sur le modèle de portage chronique a montré que 

Slc11a1 muté (allèle de B6 ou 129 Ko) permettait une élimination plus rapide des bactéries 

[97], contrairement au modèle d’infection par ST où l’allèle muté est associé à une sensibilité. 
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Ainsi, la résistance à un portage chronique et la résistance à une infection systémique seraient 

des caractères négativement corrélés. 

 

Tlr4 

Un autre gène identifié comme étant impliqué dans le contrôle génétique de la résistance à 

SE est Tlr4 (Toll-like receptor 4). Comme expliqué dans la partie 1, TLR4 est impliqué dans la 

reconnaissance des LPS (lipo-polysaccharides) des bactéries Gram négatives. Il a d’abord été 

identifié chez la souris sur le chromosome 4 avec S. Typhimurium [168, 169]. Une mutation 

ponctuelle chez les souris C3H/HeJ, et une délétion chez les souris C57BL/10ScCr seraient 

responsables dans les 2 cas d’une diminution de la reconnaissance des LPS bactériens [170]. 

Le gène homologue chez la poule se situe sur le micro-chromosome 17. Des études sur 

différents fonds génétiques (lignées expérimentales ou lignées commerciales non-

consanguines) ont permis d’identifier des polymorphismes dans Tlr4 directement ou 

indirectement associés à la résistance à S. Enteritidis chez la poule [42, 160, 171]. Comme pour 

Slc11a1, aucun QTL à proximité de Tlr4 n’a pourtant été identifié dans des croisements F2 

entre les lignées N et 61. Il est possible que ces lignées soient homozygotes pour le même 

allèle de Tlr4, ne permettent donc pas l’identification de son implication dans la résistance au 

portage. Des études sur les niveaux d’expression de Tlr4 ont également été menées. 

Néanmoins, une étude sur l’expression du gène a montré que, dans trois populations 

cellulaires (entérocytes, lymphocytes et mélange cellulaire), la lignée N résistante à SE 

exprime plus fortement Tlr4 que la lignée 61 sensible [172]. De même, l’expression de Tlr4 est 

bien plus faible dans les leucocytes de White Leghorn sensibles à SE comparé à des individus 

résistants ; une sur-méthylation des promoteurs de Tlr4 après infection serait à l’origine de 

cette différence [173]. 

Le Complexe Majeur d’Histocompatibilité 

Un locus identifié à la fois chez la souris et la poule est le complexe majeur d’histocompatibilité 

(CMH). Ce locus complexe, très polymorphe, contient des gènes de l’immunité. Il existe trois 

sortes de CMH : les CMH de classe I, dont les molécules sont exprimées sur toutes les cellules 

nucléées, les CMH de classe II, exprimées seulement au niveau des cellules présentatrices 

d’antigènes et les CMH de classe III, exprimées sous forme soluble dans le plasma. Chez la 
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poule, le CMH est localisé sur le micro-chromosome 16. Son implication dans la résistance au 

portage de SE a été identifiée par QTL mapping sur des croisements F2 entre les lignées N et 

61 [123]. Avant cela, des études d’infection par SE avaient montré l’association entre CMH et 

réponse à l’infection : une première étude a montré l’association entre les haplotypes du 

complexe CMH B et la mortalité de jeunes poussins suite à une infection intrapéritoneale de 

SE dans 12 lignées congéniques [119] ; une deuxième étude travaillant sur les haplotypes du 

complexe CMH de classe I et CMH de classe II a montré l’association entre un polymorphisme 

dans le domaine CMH I α2 (A->T) et la charge bactérienne dans la rate après une infection par 

SE [70, 174]. Finalement, une étude sur l’efficacité vaccinale contre SE a montré que certains 

haplotypes au niveau des domaines a1, a2 du complexe CMH I et b1 du complexe CMH II 

permettent une meilleure réponse à la vaccination avec une augmentation du nombre 

d’anticorps [175]. Chez la souris, le complexe majeur d’histocompatibilité est localisé sur le 

chromosome 17. Le complexe a été identifié dans une étude sur des souris C57BL/10 

congéniques pour la sensibilité à S. Typhimurium. Les haplotypes H2b et H2d expliquent une 

diminution de la valeur de LD50 comparés aux haplotypes H2a, H2k et H2f [176]. 

Une réponse multigénique  

La réponse à S. Enteritidis reste multigénique. Aucun gène majeur n’a été identifié chez la 

poule comme chez la souris. Selon une analyse d’association menée sur des individus White 

Leghorn croisés entre deux lignées expérimentales (W1, résistante et C, sensible), NRAMP1 et 

TLR4 expliqueraient seulement 35% de la variation de réponse à S. Typhimurium [177]. 

Comme expliqué précédemment, les études menées sur la réponse à une infection par SE sur 

les individus F2 entre lignées N et 61, n’ont pas montré de QTLs au niveau des régions de 

Slc11a1 et Tlr4 [152], mais de nombreux autres gènes relatifs à la réponse immunitaire ont 

été identifiés, bien qu’avec des modèles d’infection différents. Par exemple, CD28, IAP1, TGF-

β2,3,4 , Gal11,12,13 , TRAIL, IL−2,10, PSAP, IGL, CASP1, iNOS, PIGR, et MAPKAPK12 chez la poule, 

ont été associé avec la charge bactérienne dans les caeca et la rate après infection par SE 

[116]. D’autres gènes chez la souris ont également été identifiés comme par exemple le gène 

IL-12. Il a été montré que des individus IL-12a-/- et IL-12b-/- sont plus sensibles à une infection 

par SE que des souris sauvages et que la sensibilité plus accrue dans les souris IL-12b-/- serait 

liée à une réduction de la réponse TH2, inadéquate avec une réponse immunitaire adaptée 

contre SE dans les cellules [151, 178]. Ainsi, selon les modèles d’infection, les fonds génétiques 
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utilisés et les types de phénotype évalués, ce ne sont pas forcément les mêmes gènes qui sont 

identifiés et les effets de ces gènes identifiés ne semblent pas majeurs et stables. 
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Partie 3 : L’impact du microbiote sur la 
résistance à SE 
 

Le microbiote intestinal, anciennement appelé flore intestinale, est composé de différents 

types de microorganismes tels que les archées, les bactéries, les champignons et les virus. Il 

joue un rôle important dans de nombreux processus de l’hôte comme les fonctions 

métabolique, immunitaire et neurologique. Que ce soit chez l’Homme ou les animaux 

d’élevage, les avancées technologiques en matière de séquençage ces dernières années ont 

permis de mieux caractériser les espèces qui le composent et leurs fonctions. Dans cette 

partie, nous définirons le microbiote intestinal et ses fonctions. Puis nous décrirons les 

principales méthodes utilisées pour son étude. Enfin, nous détaillerons les connaissances 

acquises sur le microbiote intestinal de la poule et sur les mécanismes de résistance à S. 

Enteritidis liées au microbiote intestinal. Dans une dernière partie, nous développerons les 

connaissances acquises sur l’impact de la génétique de l’hôte sur le microbiote intestinal. 

IX. Le microbiote intestinal 

Selon les domaines d’application, comme l’écologie ou la génomique, les définitions décrivant 

un microbiote et son environnement peuvent être très différentes [179]. Nous allons donner 

quelques définitions de ce microbiote :  

 Un microbiote est une communauté de micro-organismes (bactéries, archées, 

champignons et virus), ou encore écosystème microbien, vivant dans un 

environnement spécifique, dans un hôte (animal ou végétal) ou dans un écosystème 

tel que le sol, l’eau, l’air, la litière, un aliment, … 

 Un microbiome est composé du microbiote et de l’ensemble de ses activités et des 

interactions avec l’environnement de son hôte (Figure 21)  [179]. 

 Un écosystème est un ensemble formé par une communauté d’espèces (biocénose) 

en interaction avec son environnement (biotope). 

 L'écologie microbienne consiste à caractériser la biodiversité microbienne d'un 

écosystème et à caractériser les interactions entre les micro-organismes, entre les 
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micro-organismes et l'écosystème ou entre les micro-organismes et l’hôte (symbiose, 

commensalisme, parasitisme, agent pathogène…). 

 Une symbiose est une association intime et durable entre deux ou plusieurs 

organismes hétérospécifiques (espèces différentes). 

 Un holobionte est un hybride entre les cellules d’un hôte et d’une communauté 

microbienne qui ensemble, synergiquement et coopérativement, régulent la balance 

entre santé et maladie [180] et qui peut être considéré comme une unité ultime sur 

laquelle l’évolution et la sélection agissent [181].  

 
Figure 21 : Microbiome, microbiote et environnement de l’hôte. 

 

Sur un même hôte, plusieurs microbiotes peuvent être étudiés en fonction de l’endroit 

colonisé : par exemple, au niveau de la peau, de la bouche, du vagin, des poumons ou des 

glandes mammaires chez les mammifères. Le microbiote intestinal est le plus étudié. Il est le 

plus important en quantité de micro-organismes. Chez l’Homme, le nombre de 

microorganismes dans l’ensemble du tractus digestif est compris entre 1012 et 1014, soit entre 

1 à 10 fois plus que le nombre de cellules qui composent le corps humain [182, 183]. Le 

microbiote intestinal est également, sans doute, le plus important fonctionnellement. Il 

contribue à un très grand nombre de fonctions de l’hôte si bien qu’on considère aujourd’hui 

que l’hôte et le microbiote intestinal forment une symbiose et qu’ils constituent ensemble un 

holobionte. Le séquençage du métagénome intestinal humain (ensemble des génomes toutes 

espèces confondues contenues dans le microbiote intestinal) a permis d’identifier près de 10 

millions de gènes bactériens non-redondants, soit 400 fois plus que le nombre de gènes chez 

l’Homme [184, 185]. 
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1) Les fonctions du microbiote intestinal 

De nombreuse fonctions sont exercées par le microbiote intestinal (Figure 22). Tout d’abord, 

une fonction métabolique. Les micro-organismes du tube digestif sont capables de fermenter 

certains carbohydrates complexes que l’hôte n’est pas capable de dégrader, comme la 

cellulose. Les produits de cette fermentation, par exemple les acides gras à chaîne courte 

(SCFA en anglais pour « short chain fatty acids ») peuvent ensuite être absorbés et utilisés 

pour répondre à une partie des besoins énergétiques de l’hôte [186]. Chez les ruminants et la 

poule, respectivement 80% et 8% des besoins énergétiques sont assuré par les SCFAs produits 

par le microbiote [187, 188]. Les SCFA sont également des régulateurs des fonctions 

physiologiques de l’intestin en modulant la prolifération et la différentiation des cellules 

intestinales, en influençant la motilité intestinale et en renforçant les fonctions barrière de 

l’intestin [189]. La production d’enzymes, de vitamines et d’acides aminés et le métabolisme 

de xénobiotiques sont également des fonctions importantes du microbiote intestinal dans la 

régulation de la physiologie de l’hôte [186, 190]. 

Le microbiote intestinal joue également un rôle essentiel dans le développement et la 

maturation du système immunitaire [190, 191], favorisant ainsi la protection de l’hôte contre 

les pathogènes tels que les bactéries, les virus ou les champignons et évitant le 

développement de maladies inflammatoires de l’intestin telle que la maladie de Crohn [192–

194]. Il permet également le maintien de l’homéostasie intestinale, de la fonction barrière de 

l’épithélium et de l’équilibre entre réponses pro- et anti-inflammatoire [190–192]. Il est aussi 

une barrière en lui-même contre les pathogènes de par sa fonction d’exclusion compétitive 

[195] (Cf. partie XI.2). Des études sur des animaux modèles germ-free (GF), complètement 

dépourvus de germes, ont ainsi montré que l’absence de microbiote intestinal, notamment 

lors de son développement à un stade précoce de la vie, était associé à des 

dysfonctionnements de ces fonctions immunitaires [193]. Chez la poule par exemple, il a été 

montré que dès l’éclosion, l’interaction entre le microbiote intestinal et le système 

immunitaire mène à la production d’Interleukine 8 (IL-8), activant l’infiltration des 

hétérophiles et des lymphocytes au niveau de la lamina propria et au niveau de l’épithélium 

intestinal [195].  
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Enfin, une dernière fonction du microbiote intestinal est sa fonction neurologique. On parle 

aujourd’hui de l’axe entre le microbiote intestinal et le cerveau : le « brain gut microbiome 

axis ». Les résultats des recherches chez l’Homme suggèrent qu’une altération des 

interactions entre le microbiote intestinal et le cerveau pourrait être à l’origine de maladies 

neurologiques telles que Parkinson ou Alzheimer [196, 197]. Chez les animaux d’élevage, il a 

été montré que l’axe microbiote intestinal – cerveau pouvait avoir un impact sur les émotions, 

la mémoire et le comportement alimentaire et social des animaux, montrant qu’une 

amélioration de la santé et du bien-être des animaux est possible par une sélection, une 

nutrition et un management des élevages prenant en compte ce rôle du microbiote intestinal 

[198]. 

 
Figure 22 : Principales fonctions du microbiote intestinal. 

2) La diversité du microbiote intestinal 

Chez l’Homme, le microbiote intestinal est extrêmement dynamique et peut être influencé 

par de nombreux facteurs dont l’âge, le mode de vie, le régime alimentaire, les cycles 

hormonaux, les maladies ou les traitements thérapeutiques [199]. Chez les animaux 

d’élevage, d’autres facteurs tels que les systèmes de production, les niveaux de sécurité 

sanitaire ou la sélection génétique des individus, peuvent impacter le microbiote intestinal 

[200]. De plus, le microbiote peut varier en quantité et en qualité (composition et diversité) 

en fonction de la partie du tractus digestif dans lequel il se trouve. En effet, les gradients 

physiologiques (pH, peptides antimicrobiens, oxygène) le long du tractus digestif, mais 

également les localisations au niveau des tissus (mucus, crypte intestinale, …) déterminent un 
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environnement favorisant l’installation de certains microorganismes plutôt que d’autres 

(Figure 23) [192, 197, 201, 202]. La composition du microbiote varie également entre individus 

d’une même espèce. En dépit de cette variabilité individuelle, chez l’Homme, les différents 

microbiotes peuvent être classés en trois entérotypes (ETs), en fonction de la variation de trois 

phylums bactériens : Bacteroides, Prevotella et Ruminococcus, avec des fonctions propres à 

chacun des groupes [203]. Un projet à l’INRAE a également permis d’identifier deux ETs chez 

le porc dominés respectivement par Ruminococcus et Treponema ou par Prevotella et 

Mitsuokella [204]. Dans une étude plus récente, trois ETs ont été décrits chez le porc en 

fonction des genres Lactobacillus, Clostridium sensu stricto 1 et Bacteroides [205]. Les liens 

identifiés entre ces différents types de microbiote et des caractères de performances 

suggèrent que ce concept d’entérotype pourrait avoir un rôle important dans l’industrie de 

production porcine [204]. Chez le poulet de chair, une étude a permis d’identifier trois ETs en 

fonction de l’abondance relative des genres Bacteroides et Escherichia–Shigella (ET1), 

Ochrobactrum et Rhodococcus (ET2) et enfin Bacillus et Akkermansia (ET3) et a permis de 

montrer l’influence de ces ETs sur la régulation du métabolisme au niveau du duodénum [206]. 

Comme pour le porc, il serait intéressant d’utiliser ce concept d’entérotype pour améliorer les 

performances en industrie de production aviaire. 

 
Figure 23 : Hétérogénéité du microbiote intestinal le long du tractus digestif chez l’Homme 

[207]. 
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3) Eubiose, dysbiose et santé de l’hôte 

Les fonctions du microbiote intestinal ne peuvent être assurées que si celui-ci est dit en 

eubiose, terme d’écologie microbienne signifiant  que le microbiote est en « bonne santé » : 

riche, diversifié, équilibré et résilient [208]. Dans le cas contraire, on parle de dysbiose ; dans 

ce cas, le microbiote est soit pauvre en micro-organismes, soit peu diversifié, soit déséquilibré 

avec par exemple une augmentation du nombre de bactéries pathogènes. Une altération de 

la composition du microbiote a été associée à de nombreuses maladies chez l’Homme telles 

que des maladies inflammatoires de l’intestin (maladie de Crohn par exemple), le cancer du 

colon ou l’obésité [197]. Dans les élevages, des facteurs comme l’utilisation d’antibiotiques ou 

l’infection par un pathogène peuvent modifier cette balance écologique et avoir des 

conséquences sur la santé et sur les performances des animaux. Par exemple chez la poule, 

l’utilisation d’antibiotiques suite à une infection par Brachyspira pilosicoli, modifie le 

métabolisme énergétique contribuant à une réduction du poids de l’animal et modifie la santé 

de l’hôte [209]. Une déficience en zinc chez la poule entraine une dysbiose intestinale pouvant 

perturber la perméabilité intestinale, modifier la réponse immunitaire et augmenter la 

sensibilité à un pathogène [210]. 

Ainsi, ces dernières années, l’étude du microbiote intestinal devient indispensable dans les 

recherches en sciences animales [211], notamment dans les études d’infectiologie [191, 194]. 

Mieux comprendre les mécanismes d’interactions entre l’hôte et son microbiote permet 

d’identifier de nouvelles solutions pour répondre aux enjeux sociaux, environnementaux et 

économiques dans nos filières d’élevage. 

X. Les méthodes d’analyses du microbiote 

Avant le développement des nouvelles technologies de séquençage de l’ADN à haut débit, les 

études de microbiotes étaient basées sur des techniques de culture bactérienne. Ces 

méthodes ne permettaient pas d’identifier l’ensemble des microorganismes dans un 

échantillon, notamment les bactéries anaérobies, difficilement cultivables. Aujourd’hui, à 

partir d’ADN extrait d’un échantillon de microbiote, deux principales approches sont utilisées : 

le séquençage du gène codant pour l’ARN ribosomique 16S des bactéries ou bien le 

séquençage complet du métagénome (Figure 24). 
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Figure 24 : Les deux principales approches pour l’étude du microbiote intestinal : les analyses 

16S rRNA ou la métagénomique. 

1) Le séquençage du gène codant pour l’ARNr 16S 

Les études de séquençage 16S, 18S ou ITS (internal transcribed spacer) permettent la 

caractérisation et la quantification de l’abondance relative des microorganismes dans un 

échantillon. La technique se base sur une amplification de la petite sous-unité du gène 

ribosomal 16S pour les bactéries et les archées, la petite sous-unité de l’ARNr 18S pour les 

eucaryotes ou la région ITS pour les champignons [212]. Le séquençage de ces régions très 

variables permet de différencier facilement les différents types de microorganisme (les taxas) 

présents dans un échantillon. Les gènes ciblés sont des marqueurs taxonomiques. 

La plupart des études du microbiote intestinal, notamment chez la poule [192], emploient le 

séquençage de l’ADN codant pour l’ARN ribosomique 16S et donc s’intéressent aux bactéries 

uniquement. Cette région est composée de neuf régions hypervariables, de V1 à V9  [213]. Les 

régions amplifiées peuvent être différentes en fonction des études, par exemple V3/V4 ou 
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bien V4-V6 ou seulement V3  [212]. Différentes technologies de séquençage peuvent être 

utilisées, telles que Roche 454-pyrosequencing, Illumina MiSeq ou Illumina HiSeq [214]. De 

nombreux outils bio-informatiques existent pour traiter les séquences brutes générées par 

ces technologies. Les plus employés sont mothur [215] ou QIIME 2 [216] utilisables en ligne 

de commande. D’autres outils tel que FROGS [217] permettent les analyses sous Galaxy, une 

interface plus facile d’utilisation pour des non spécialistes de bio-informatique. Ces outils 

permettent d’effectuer les assignations taxonomiques en s’appuyant sur des bases de 

référence de données publiques telles que GreenGenes [218] ou SILVA [219]. Les séquences 

sont classées en unités taxonomiques opérationnelles, OTU en anglais pour Operational 

Taxonomic Units, sur la base de la similarité de séquences (généralement plus de 98% de 

similarité) ou en ASV en anglais pour Amplicon Sequence Variant, sur la base d’une parfaite 

similarité de séquences (100% de similarité). Les avantages et inconvénients des deux types 

de classification sont présentés en Tableau 4. 

OTU ASV 

Sujet à des biais de référence (sauf pour 
l’identification des OTUs de novo) 

Pas de référence nécessaire avant 
assignement taxonomique   

Des tables d’OTU ne peuvent pas être 
combinées entre études 

Des tables d’ASV peuvent être 
comparées entre études 

Représenté par une séquence 
consensus (98% de similarité) 

Représenté par une séquence exacte 
(100% de similarité) 

Peut représenter plusieurs espèces Ne représente qu’une seule espèce, 
sauf si les différentes espèces 

possèdent exactement les mêmes 
séquences 

Représentation biaisée de la diversité  Bonne représentation de la diversité 

Meilleure prise en compte des 
séquences faiblement représentées 

Possible perte des séquences 
faiblement représentées 

Tableau 4 : Différences entre une OTU et un ASV. 
 

Les OTUs ou ASVs sont ensuite affectées à un groupe bactérien (famille, genre ou tout autre 

niveau taxonomique). Une table d’OTU/ASV permet de décrire, quantitativement et 

qualitativement, la composition microbienne d’un ensemble d’échantillons analysés. A partir 

de cette table, il est possible de calculer des indices qualifiant l’écosystème, tels que la 
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diversité alpha ou beta (Figure 25). Les outils de prédiction fonctionnelle tels que PICRUSt 

[220] peuvent ensuite être utilisés pour prédire à partir de données in silico les fonctions 

attribuées aux bactéries identifiées à partir de la table d’OTU/ASV. Il convient d’être prudent 

car ces analyses ne sont que des prédictions basées sur des informations très indirectes. L’un 

des biais importants est qu’un certain nombre d’OTUs/ASVs ne peuvent pas être assignés à 

un genre voire même à une famille spécifique [212]. Un autre biais est que les fonctions 

identifiées se limitent à celles qui sont déjà connues et recensées. 

 

Figure 25 : Différence entre β-diversité et α-diversité. 
Chaque cercle représente le microbiote d’un individu pouvant être décrit par une α-diversité, 

c’est à dire le nombre et le type de bactéries qui le composent. Les différences entre les 
microbiotes (entre cercles) peuvent être décrites par une β-diversité. Dans un groupe 

d’individus (carré en pointillé), une β-diversité totale (ici βGroupe1 ou βGroupe2) permet de décrire 
le degré de différence qu’il existe intra-groupe. Ici, la β-diversité totale du groupe 1 semble 

inférieure à celle du groupe 2. 
 

Cette approche 16S peut être utilisée sur n’importe quel échantillon microbien et est 

relativement facile à mettre en œuvre. Le nombre de séquences nécessaires pour mener une 

analyse étant relativement faible, cette technique est abordable en terme de coût. 

Néanmoins, l’approche 16S présente des biais de quantification du fait de la présence de 

plusieurs copies du gène 16S dans certaines espèces bactériennes, de la variabilité de 

séquence intra-espèce et des manques d’informations dans les bases d’assignation 

taxonomique pour de nombreuses bactéries. De plus, cette approche ne donne aucune 

information directe sur les autres gènes bactériens et sur leurs potentielles fonctions au 

niveau du microbiote [185].  
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2) Le séquençage du métagénome intestinal 

L’approche métagénomique permet l’étude de l’ensemble des génomes des organismes 

constituant le microbiote intestinal et donc l’étude des fonctions potentiellement réalisées 

par ce microbiote sans biais de quantification majeur. Le métagénome de référence, ou 

catalogue de référence, est constitué d’une liste de gènes des organismes composant le 

microbiote étudié. Le premier métagénome de référence a été obtenu chez l’Homme en 2010. 

Depuis, d’autres catalogues ont été publiés pour des animaux modèles ou d’élevage : la souris 

en 2015 ou le porc en 2016 [184, 221–223]. Pour la poule, un premier métagénome de 

référence a été publié récemment en 2018 [224]. Un autre catalogue a été construit dans le 

cadre du  projet INRAE METACHICK à partir d’un grand nombre d’individus d’origine et de 

génétique diverses comprenant des lignées expérimentales et commerciales [225]. Ces 

catalogues de référence permettent une étude plus rapide et complète du profil 

métagénomique et métatranscriptomique d’individus. Le séquençage complet d’un 

métagénome apporte beaucoup plus d’informations qu’un simple séquençage 16S. En effet, 

il apporte à la fois des informations sur la diversité du microbiote, sa composition (les 

bactéries mais également les virus, les archées et les champignons) et ses fonctions (les 

gènes). Cependant, la profondeur de séquençage étant beaucoup plus importante que celle 

utilisée en analyse 16S, les coûts de production des séquences sont bien plus élevés. Par 

ailleurs, les analyses bio-informatiques sont beaucoup plus complexes. Cette approche ne 

peut donc pas être encore utilisée en routine sur un grand nombre d’échantillons. 

XI. Microbiote intestinal chez la poule et mécanismes de résistance à SE 

1) Composition du microbiote intestinal chez la poule et facteurs de variation 

De nombreuses études ont été menées pour caractériser le microbiote intestinal chez la 

poule ; tout d’abord par des techniques de culture classiques puis par des analyses de 

séquençage 16S [187, 192]. Malgré l’amélioration des outils d’analyse, des différences de 

composition entre études et même intra-études ont été reportées [200]. Il est en effet difficile 

de comparer des résultats entre études à cause de la diversité des méthodes employées : 

techniques d’échantillonnage, traitements des échantillons, analyses informatiques, choix du 
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niveau de description (classe ou genre bactériens) et à cause des différences de conditions 

relatives à l’expérimentation, notamment les conditions environnementales (nourriture, 

température, niveau sanitaire, traitement …) et les spécificités des individus (sexe, âge, lignée, 

…). L’âge semble être l’un des facteurs le plus important jouant sur la composition du 

microbiote : un individu adulte présente une composition et une diversité de microbiote très 

différente de celle d’un poussin [226]. Au-delà de ces difficultés de comparaison entre études, 

il existe également des difficultés de comparaison entre essais d’une même étude. En effet 

des répétitions expérimentales dans des conditions strictement identiques ne donnent pas 

forcément les mêmes résultats [227]. Ces différences seraient liées aux importantes mesures 

d’hygiènes lors de l’éclosion, avec une séparation immédiate des œufs et de la mère : une 

exposition faible et aléatoire à différentes bactéries entre essais, provenant par exemple des 

boîtes de transport, de la première alimentation ou des personnes qui les manipulent, 

pourraient expliquer la colonisation intestinale des individus par un microbiote inhabituel 

[227]. Ainsi, une faible variation à l’éclosion pourrait avoir des conséquences importantes sur 

les résultats expérimentaux. Ces fortes variations individuelles entre essais et même intra-

essai suggèrent l’utilisation d’un grand nombre d’individus afin d’obtenir des résultats 

représentatifs. 

Une composition « type » du microbiote le long du tractus digestif de la poule a néanmoins 

été décrite chez la poule adulte [226, 228]. La partie proximale du tube digestif est largement 

dominée par les Lactobacilli puis la diversité augmente considérablement dans les caeca et le 

colon (Figure 26). 
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Figure 26 : Composition du microbiote le long du tractus digestif chez la poule adulte. 

Seuls les genres bactériens les plus fréquents ont été représentés [228]. 
 

Les bactéries dans les caeca sont très abondantes avec près de 1010 CFU par gramme de 

contenu caecal, et très diverses avec plus de 1000 espèces différentes [226]. Les deux 

principaux phyla chez l’adulte en bonne santé sont les Firmicutes et les Bacteroidetes [192] 

suivis par les Actinobacteria et les Proteobacteria [226]. Cette composition de base au niveau 

des phyla (Firmicutes et les Bacteroidetes) est similaire à celle des autres omnivores à sang 

chaud comme les Hommes ou les porcs du fait de la température constante de l’hôte entre 

37 et 42°C [226]. Il est également vraisemblable que l’ancêtre commun des amniotes (reptile, 

oiseau et mammifère) présentait cette même dominance microbienne [187]. 

Facteurs de variations du microbiote intestinal chez la poule 

La colonisation du tube digestif par les premières bactéries est déterminante dans 

l’établissement et dans le développement du microbiote intestinal. Selon certains auteurs, les 

micro-organismes peuvent être acquis avant même l’éclosion, directement dans l’oviducte de 

la mère [18, 229] ou bien dans l’environnement à travers les pores de la coquille de l’œuf 

[230]. L’environnement dans lequel les poussins vont naître est également déterminant [226]. 
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Par exemple, des poussins élevés en présence d’un animal adulte auront une composition du 

microbiote caecal différente de celle d’individu élevé seul [231]. La diversité du microbiote va 

augmenter fortement dans les premières semaines après l’éclosion, tandis que les variations 

individuelles de composition diminueront avec l’âge [195, 200, 232]. Ainsi, l’âge et 

l’environnement ont un impact sur la composition du microbiote. 

De nombreux autres facteurs tel que le sexe [233], la génétique [234–236], l’alimentation 

[237–239], le système d’élevage [240–242], la température [243, 244] ou l’utilisation 

d’antibiotique [228], ont un impact sur la composition et la diversité du microbiote (Figure 

27). Des modifications, voire des altérations de ce microbiote par ces facteurs peuvent 

influencer la santé, le bien-être et les performances des individus [212]. 

         
Figure 27 : Les facteurs intrinsèques à l’hôte et environnementaux pouvant influencer le 

microbiote et donc la santé, le bien-être et les performances des poules. 
 

Impact d’une infection par SE sur la composition du microbiote chez la poule 

Des études ont été menées afin d’identifier l’impact d’une infection par SE en comparant des 

animaux infectés et non-infectés à différents temps chez la poule. Plusieurs études ont montré 

que SE aurait un très faible impact sur la composition du microbiote caecal [245–248], même 
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si quelques différences d’abondance en taxa ont été identifiées entre individus infectés et non 

infectés [248, 249]. Ces faibles différences ne sont pas observées juste après l’infection mais 

plusieurs jours après soit environ une semaine [248, 249]. Selon Videnska et al., ces 

changements mineurs devraient être compris comme une conséquence indirecte de 

l'infection et de l'inflammation [245].  

Dans ces études, le facteur ayant l’impact le plus significatif sur la composition et la diversité 

du microbiote est l’âge. En effet, avec le temps, une augmentation importante de la diversité 

et l’apparition de nombreux taxa sont observés [245, 247–249]. Selon Juricova et al., une 

infection chez de jeunes individus ayant un microbiote peu développé pourrait avoir des 

conséquences plus importantes sur la composition du microbiote qu’une infection chez des 

individus plus âgés [246]. Cette hypothèse n’a pourtant pas été validée dans l’étude de 

Videnska et al. [245]. Ainsi, une infection par SE n’aurait pas un impact significatif sur la 

composition et la diversité du microbiote chez la poule. 

2) Impact du microbiote dans la résistance à SE chez la poule 

Chez la poule, des études de la composition du microbiote intestinal ont permis de mettre en 

évidence l’impact du microbiote sur les capacités de résistance des individus à une infection 

par S. Enteritidis [250]. Ainsi, chez une lignée expérimentale de poule pondeuse, il a été 

démontré que la composition du microbiote avant infection détermine le phénotype faible ou 

fort porteur de S. Enteritidis après infection [251]. Plusieurs mécanismes pourraient être à 

l’origine de ces observations : le phénomène d’exclusion compétitive, la production de 

métabolites antimicrobiens ou la capacité du microbiote à moduler le système immunitaire 

de l’hôte. 

Exclusion compétitive 

L’exclusion compétitive est la capacité des bactéries commensales (naturellement présentes 

dans le microbiote et non-pathogènes) à utiliser les ressources de l’habitat (espace et 

nutriments), empêchant les bactéries pathogènes de s’installer ou de se multiplier. Dans les 

élevages de production, l’environnement quasi-stérile dans lequel les jeunes poussins vont 

naître ne facilite pas le développement de leur microbiote intestinal (bactéries commensales), 

ce qui offrirait une niche écologique pouvant faciliter le développement d’un pathogène tel 
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que Salmonella [195]. Dès les années 1970, le phénomène d’exclusion compétitive a été 

démontré par le transfert de microbiote de l’adulte vers le jeune, augmentant la résistance de 

ces derniers à une infection par S. Enteritidis [226, 231, 250, 252, 253]. De plus, il a été montré 

également chez la souris que l’utilisation d’antibiotiques, détruisant une partie du microbiote 

intestinal et donc sa fonction d’exclusion compétitive, augmentait la colonisation intestinale 

par Salmonella [254, 255]. 

Certaines bactéries commensales comme Lactobacillus salivarius ou Bacillus subtilis ont été 

identifiées comme étant impliquées dans le phénomène d’exclusion compétitive contre 

Salmonella [256, 257]. Dernièrement, Litvak et ses collègues ont montré que la présence de 

bactéries commensales sporulées et des Enterobacteriaceae chez l’adulte protège contre S. 

Enteritidis du fait d’une compétition pour l’habitat et pour l’oxygène [258] (Figure 28). 

Néanmoins, les mécanismes d’exclusion compétitive et les bactéries qui en sont responsables 

sont encore mal connus. 

 
Figure 28 : Exemple de mécanismes d’exclusion compétitive pour l’habitat et l’oxygène par 

les bactéries commensales (bactéries sporulées et Enterobacteriaceae) du microbiote chez la 
poule adulte [258]. 
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Production de métabolites antimicrobiens 

L’acidification et la production de peptides antimicrobiens tels que les bactériocines ou les 

SCFAs comme l’acétate, le propionate ou le butyrate par les bactéries du microbiote intestinal 

pourraient avoir un effet sur la résistance à S. Enteritidis [226, 259]. Chez la souris, il a été 

montré qu’une infection par Salmonella diminuait la quantité de butyrate du fait d’une 

diminution de l’abondance de bactéries productrices telles que les Clostridia [260]. Chez la 

poule, une étude in vitro a montré une diminution de l’invasion de S. Enteritidis dans des 

cellules épithéliales avec des bactéries pré-incubées avec du propionate ou du butyrate [261]. 

Modulation du système immunitaire 

Le microbiote intestinal participe au développement et au maintien d’un système immunitaire 

effectif [191], comme expliqué dans la partie IX-1, permettant une meilleure réponse à une 

infection par SE. Il a été montré chez la poule que l’induction de cytokines pro-inflammatoires 

par le microbiote intestinal dans les premiers jours après éclosion entraîne une activation et 

un maintien du système immunitaire inné modifiant la réponse immunitaire et la résistance à 

S. Enteritidis [195]. De plus, des études ont montré qu’une modification de la composition du 

microbiote intestinal, par exemple suite à l’utilisation de pré- ou pro-biotiques (cf. partie XI-

3), pouvait modifier le système immunitaire menant à une meilleure réponse à une infection 

par SE [262–265]. 

3) La modulation du microbiote intestinal comme levier contre SE 

Une modification du microbiote afin de favoriser les bactéries bénéfiques pour la résistance à 

Salmonella serait intéressante pour contribuer au contrôle des infections dans les élevages. 

L’utilisation de produits d’exclusion compétitive, de prébiotiques ou de probiotiques pouvant 

modifier le microbiote a déjà montré son efficacité dans la réponse à S. Enteritidis chez la 

poule. Même si les mécanismes sous-jacents ne sont pas encore bien connus, il est admis que 

ces produits, en modifiant l’équilibre du microbiote intestinal, améliorent leurs fonctions 

d’exclusion compétitive, de production de métabolites antimicrobiens et de modulation du 

système immunitaire (Figure 29). 
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Produits d’exclusion compétitive 

Les produits d’exclusion compétitive sont des cultures anaérobies de bactéries définies ou 

non-définies utilisées en élevage pour établir une protection intestinale contre des bactéries 

pathogènes, par la mise en place d’un microbiote intestinal ayant une fonction d’exclusion 

compétitive chez de jeunes individus [266]. De nombreuses études ont pu montrer l’efficacité 

de ces produits sur la réduction du portage de salmonelles dans les élevages [267, 268]. Des 

produits sont déjà commercialisés tels que aviguard, avifree ou Broilact [269–272]. 

Néanmoins, des différences d’efficacité pouvant aller de 0% à près de 90% de réduction de la 

colonisation peuvent être reportées en fonction des types d’élevage (poule pondeuse ou 

poulet de chair de consommation) et en fonction des pathogènes ciblés (Salmonella ou 

Campylobacter) [266]. Ces produits sont composés des mêmes types de bactéries que celles 

qui sont transférées lors du contact d’un adulte avec des jeunes individus, soit en plus des 

Lactobacillales et des Clostridiales : des Bacteroides, Megamonas, Megasphaera, Dialister, 

Phascolarctobacterium, Sutterella, Parasutterella, Bifidobacterium, etc [226, 231]. 

Néanmoins, la caractérisation incomplète de la composition et de la qualité de ces produits, 

ainsi que les risques de transfert de gènes de résistance aux antibiotiques devront être résolus 

pour pouvoir continuer à utiliser ces produits sans danger [266]. L’utilisation de produits 

mieux définis comme les probiotiques ou les prébiotiques pourrait être une solution 

alternative. 

Probiotiques 

Les probiotiques sont des micro-organismes vivants, le plus souvent des bactéries. 

Contrairement aux produits d’exclusion compétitive, les probiotiques sont composés d’un 

nombre limité de bactéries bien définies. Leur efficacité a également été montrée pour limiter 

la colonisation de S. Enteritidis dans les élevages et dans la modulation du système 

immunitaire de l’hôte. Par exemple, deux études ont montré respectivement que l’utilisation 

de C. butyricum ou de P. pentosaceus permet de limiter la colonisation de SE dans le foie, la 

rate et les caeca en modulant le système immunitaire de jeunes individus, via la régulation de 

l’expression de cytokines et de molécules pro-inflammatoires [273, 274]. D’autres 

probiotiques utilisant des bactéries pouvant produire des acides lactiques comme Bacillus 

subtilis, ont montré leurs efficacités sur la diminution du nombre de SE dans le contenu caecal 

mais également sur la diminution de l’excrétion dans les fientes, diminuant ainsi les risques 
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de re-contaminations entre individus [257, 275]. Cependant, des différences d’efficacité de 

ces bactéries lactiques ont été démontrées selon les études. Elles pourraient limiter la 

colonisation des salmonelles dans le foie et la rate, sans pour autant limiter leur multiplication 

dans les caeca, par des mécanismes d’atténuation des facteurs de virulence du pathogène 

[276]. Une autre étude testant le probiotique Lactobacillus plantarum ne montre pas de 

différence de colonisation de SE entre individus traités et non-traités, même si des 

modulations du système immunitaire sont identifiées [277]. Ainsi, les probiotiques limitent 

mais n’éliminent pas l’infection par SE et peuvent agir différemment en fonction des organes, 

en limitant la colonisation ou la multiplication des salmonelles. Il est important de remarquer 

que l’utilisation de probiotiques en une seule prise ne semble pas être une solution pérenne. 

En effet, les probiotiques couramment utilisés sont composés de Lactobacilli, d’Enterococci 

ou de Bacilli [226], or ces espèces, utilisées en culture pure, ne semblent pas pouvoir coloniser 

durablement le tractus des jeunes individus inoculés [278]. Une étude sur l’effet de Bacillus 

subtilis a montré qu’un traitement journalier avec le probiotique augmentait son efficacité 

d’en moyenne 34% contre SE (excrétion dans les fientes) comparé à une seule prise avant 

infection [279]. Il semblerait donc intéressant d’utiliser les probiotiques en tant que 

compléments alimentaires de manière journalière. 

Prébiotiques 

Les prébiotiques sont des additifs alimentaires pouvant être utilisés par certaines bactéries du 

microbiote intestinal. L’objectif est de favoriser le développement des « bonnes » bactéries, 

c’est-à-dire celles qui pourront avoir un effet d’exclusion compétitive ou qui pourront moduler 

favorablement le système immunitaire, augmentant ainsi la résistance de l’hôte contre des 

pathogènes tel que Salmonella. Par exemple, l’utilisation de prébiotiques tels que les galacto-

oligosaccharides (GOS), les mannanoligosaccharides (MOS), les xylooligosaccharides (XOS), les 

petits peptides cationiques ou les composés comme le 2-notroethanol (NE) ou le 2-

nitropropanol (NP), a montré son efficacité dans la diminution de la charge bactérienne de S. 

Enteritidis et dans la modulation de l’expression de gènes de l’immunité [262–265]. Des 

études cherchent à identifier l’effet de ces composés sur la composition du microbiote caecal, 

afin de mieux comprendre les interactions entre microbiote, système immunitaire et 

performances des poules pondeuses [262, 280–282]. 
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Finalement, l’utilisation de synbiotiques, produits contenant à la fois des probiotiques et des 

prebiotiques, semble être efficace à la fois pour protéger contre une infection par SE, et pour 

augmenter les performances des animaux [283, 284]. 

 
Figure 29 : Aperçu des mécanismes d'action des pro- et pré-biotiques. Traduit de [285]. 

 

XII. Le contrôle génétique de la composition du microbiote chez la 

poule 

La composition du microbiote intestinal pouvant influencer la résistance à Salmonella chez la 

poule, il est intéressant d’étudier l’impact de la génétique de l’hôte sur cette composition. En 

comparant des lignées expérimentales ou des lignées commerciales, ou bien encore sur des 

croisements F2 entre ces lignées, des études ont été menées pour identifier dans quelle 

mesure la génétique pouvait avoir un impact sur le microbiote chez la poule (Tableau 5). 
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Lignées/Souches 
Performances 

étudiées 
Résultats génétique-microbiote Références 

Deux lignées 
- X 
- Y 

Différences de 
réponse à 
l’infection par 
des pathogènes 

Différences de composition de microbiote 
du contenu jéjunal entre les deux lignées à 
0, 4 et 16 jours d’âge 

[234] 

Deux souches indiennes  
- Aseel 
- Kadaknath 

Deux lignées commerciales 
- Cobb 400 
- Ross 308 

Pas de 
performances 
associées 

Impact significatif du fond génétique sur la 
composition du microbiote caecal à 42 
jours d’âge 

[236] 

Trois souches commerciales: 
- Cobb 500 
- Hubbard JA87 
- Ross 308 

Pas de 
performances 
associées 

Différences significatives de la composition 
du microbiote caecal à  42 jours d’âge  

[235] 

Deux 
lignées expérimentales: 

- N 
- 61 

Résistance à 
Campylobacter 
jejuni 

Différences d’abondance de certains OTUs 
entre les deux lignées mais pas de 
différence significative sur l’ensemble du 
microbiote caecal à 3 semaines d’âge 

[124] 

Deux lignées : 
- UCD077 
- UCD254 

Résistance à S. 
Enteritidis 

Peu d’impact de la génétique sur 
l’établissement du microbiote caecal 

[249] 

Deux lignées : 
- LW 
- HW 

Poids de 
carcasse 

Impact de la génétique sur la composition 
du microbiote fécal à 245 jours d’âge. 
Calcul de valeurs d’héritabilité pour des 
familles de bactéries 

[286] [287] 

Deux lignées commerciales 
- MP 
- HY 

Une race canadienne 
- ACR 

Poids de 
carcasse et BWG 
(body weight 
gain) 

Impact de la génétique sur la composition 
du microbiote du contenu iléal de 4 jour à 
35 jours d’âge 

[288] 

Population F2 entre : 
- Chinese yellow 

broiler line (TC 
élevé)  

- Huiyang Beard 
chickens (TC faible) 

Taux de 
croissance (TC) 

Différences de microbiote fécal entre des 
individus TC élevé et TC faible à 91 jours. 
Identification de SNPs associés à la 
diversité du microbiote et à l’abondance de 
certaines bactéries  

[289] 

Population F2 entre : 
- D + (ED élevé) 
- D - (ED faible) 

Efficacité 
digestive (ED) 

Différences d’abondance de certaines 
bactéries caecales entre des individus ED 
élevé et ED faible à 3 semaines d’âge. 
Calcul d’héritabilité et identification de 
QTLs associés à l’abondance de certaines 
bactéries 

[290] 

Deux lignées 
- A (faible BWG) 
- B (fort BWG) 

Efficacité 
alimentaire (EA) 
et BWG (body 
weight gain) 

Impact de la génétique sur la composition 
du microbiote fécal de 1 jours à 114 jours. 

 

[291] 

Deux lignées 
- Forte HFP 
- Faible HFP 

Piquetage des 
plumes (HFP) 

Différence de diversité et de composition 
du microbiote entre lignées à 60 semaines 
d’âge 

[292] 

Tableau 5 : Articles scientifiques ayant étudié l’impact de la génétique sur la composition du 
microbiote chez la poule. 
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 Dans la majorité des études, des différences significatives de composition du microbiote 

(caecal, iléal ou fécal) et/ou de taxas différentiellement abondants ont été identifiées entre 

lignées. Ces différences de microbiote et ces taxas pouvant être associées à des différences 

de performances des individus. 

L’abondance des taxa dans un microbiote intestinal peut être considérée comme un caractère 

quantitatif dans des études génétiques. Les études menées sur les populations F2 ont permis 

de calculer des valeurs d’héritabilité modérées (environ 0,2) pour certains taxa, montrant 

qu’une sélection génétique des animaux sur la composition de leur microbiote est 

théoriquement possible [290]. L’identification de QTLs contrôlant l’abondance de ces taxa 

confirme l’existence d’un contrôle génétique de la composition du microbiote [289, 290]. Ces 

calculs d’héritabilité et l’identification de QTLs et de gènes candidats ont été menés également 

chez l’Homme et la souris [293–295], ainsi que dans différentes espèces d’élevage en dehors 

de la poule. La composition du microbiote intestinal reste néanmoins un caractère 

polygénique très complexe, fortement influencé par de nombreux facteurs environnementaux 

[296]. 

Récemment, l’utilisation de nouveaux modèles « souris » expérimentaux comme les souris du 

Collaborative Cross permettent de mieux comprendre les interactions entre microbiote, 

génétique de l’hôte et caractère d’intérêt. En effet, l’abondance de bactéries intestinales, sous 

le contrôle génétique de l’hôte, a été par exemple associée au sommeil [297], à la toxicité de 

molécules cancérigènes [298] ou à l’anxiété [299]. 
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I. Objectifs de la thèse 

Premier objectif 

Le premier objectif de cette thèse est l’étude de l’impact de la génétique de l’hôte sur la 

réponse à une infection par Salmonella Enteritidis (SE). Pour cela, nous utiliserons deux 

modèles : le modèle « souris » et le modèle « poulet ». Le modèle « souris » sera utilisé pour 

l’étude de l’impact de la génétique sur le portage chronique de SE (22 jours après infection). 

Nous utiliserons de jeunes adultes (7-12 semaines) issus des populations génétiques murines 

de référence : les lignées CC et les souris DO. La structure génétique de ces populations 

permettra d’effectuer la cartographie génétique de QTL et d’identifier des gènes candidats. Le 

modèle « poulet » sera utilisé pour l’étude de l’impact de la lignée génétique sur la résistance 

de jeunes individus à une infection par SE (12 jours après infection). Nous utiliserons de jeunes 

individus (7 jours d’âge) issus des lignées N (résistante) et 61 (sensible). Une étude de 

l’expression des gènes dans les tonsilles caecales de ces deux lignées sera réalisée pour 

identifier des gènes candidats associés à la résistance à SE. 

 

Deuxième objectif 

Le deuxième objectif de cette thèse est l’étude de l’impact du microbiote intestinal sur la 

résistance à une infection par Salmonella Enteritidis. Pour cela, nous utiliserons le modèle 

« poulet », et les lignées N et 61. L’objectif est d’identifier si des différences de composition 

du microbiote (caecal ou fécal) pourraient être associées à des différences de portage de SE 

dans ces deux lignées.  

 

Troisième objectif 

Le troisième objectif est l’étude de l’impact de la génétique de l’hôte sur la composition du 

microbiote. Pour cela, nous utiliserons le modèle « poulet » et les lignées N et 61. L’objectif 

est d’identifier si des différences de composition du microbiote (caecal ou fécal) entre les deux 

lignées expérimentales existent. 
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En conclusion, la comparaison des architectures génétiques et des composantes microbiennes 

chez la Poule et la Souris nous conduira à une meilleure compréhension des mécanismes en 

jeu dans le contrôle de la colonisation et de la persistance de S. Enteritidis. A partir de ces 

résultats, des perspectives d’applications dans les élevages de poules pourront être discutées. 

II. Matériel et méthodes 

Dans cette partie, nous allons décrire rapidement les expérimentations animales menées, les 

méthodes d’analyse expérimentale des échantillons et les méthodes de bio-statistique et de 

bio-informatique employées pour l’analyse des données. Pour plus de détails sur ces 

méthodes, se référer aux parties « Methods » des articles scientifiques de la partie Résultats. 

1) Le modèle « poulet » 

Un résumé schématique du matériel et des méthodes employées pour le modèle « poulet » 

est représenté par la Figure 30. 

Design expérimental et échantillonnages 

Les études ont été menées sur deux lignées expérimentales consanguines de White Leghorn : 

la lignée 61, sensible au portage de SE et la lignée N, résistante au portage de SE. Deux 

expérimentations identiques ont été conduites successivement en janvier et en février 2017 

au centre INRAE de Nouzilly pour un total de 240 animaux. Pour chaque expérimentation, 120 

individus de chaque lignée comprenant des mâles et des femelles ont éclos puis ont été élevés 

ensemble au sol avec un accès libre à l’eau et à la nourriture. Sept jours après éclosion, ils ont 

été infectés par la souche LA5 de SE avec 5.104 UFC/0.2mL/individu [300] et ont été 

directement transférés dans quatre isolateurs, deux par lignée, avec 30 individus par isolateur. 

Les animaux ont été euthanasiés au CO2, 12 jours après infection (J19). Pour les 240 individus, 

des échantillons de fientes ont été prélevés 1 jour avant infection (J6) et 7 jours après infection 

(J14) et ont été congelés et conservés à -80°C. Des échantillons de contenu caecal et de 

tonsilles caecales ont été prélevés le jour de l’euthanasie (J19) et ont été congelés et conservés 

à -80°C. Un prélèvement de sang a été effectué et conservé à -20°C. 
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Figure 30 : Schéma récapitulatif des méthodes employées pour le modèle « poulet ». 
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Analyses des échantillons 

Des extractions d’ADN ont été réalisées sur l’ensemble des 240 échantillons de contenu 

caecal. Ces ADNs ont servi à la quantification des salmonelles par ddPCR (droplet digital PCR) 

du gène InvA spécifique à Salmonella Enteritidis et au séquençage du gène de l’ARN 

ribosomique 16S (Illumina MiSeq) pour l’étude du microbiote caecal. 

Des extractions d’ADN ont également été réalisées sur 96 échantillons de fientes (48 à J6 et 

48 à J14), sélectionnés en fonction de la quantité de salmonelles dans le contenu caecal des 

individus à J19 (faibles ou forts porteurs de salmonelles). Le choix a été fait en équilibrant les 

facteurs expérimentaux : lignée, sexe, isolateurs, expérimentation et date de prélèvement (J6 

ou J14) pour pouvoir mener des analyses statistiques. Ces ADN ont servi à la quantification 

des salmonelles par ddPCR à J14 pour le gène InvA spécifique à Salmonella Enteritidis et au 

séquençage des ARN ribosomique 16S (Illumina MiSeq) pour l’étude du microbiote caecal. 

Des extractions d’ARN ont été réalisées sur 48 échantillons de tonsilles caecales, sélectionnés 

en fonction de la quantité de salmonelles dans le contenu caecal des individus (faibles ou forts 

porteurs de salmonelles). Le choix a été fait en équilibrant les facteurs expérimentaux : lignée, 

sexe, isolateurs et expérimentation pour pouvoir mener des analyses statistiques. Ces ARNs 

ont été rétro-transcrit en cDNA et séquencés (Illumina) pour l’étude de l’expression des gènes 

dans les tonsilles caecales. 

Analyses bio-informatiques et bio-statistiques 

Les résultats de ddPCR ont permis de calculer le nombre de salmonelles par gramme de 

contenu caecal (J19). Les données ont été transformées en log10 et une analyse de la variance 

(ANOVA) de type II (hétéroscédasticité ; non homogénéité des variances) a été menée pour 

étudier l’impact des facteurs expérimentaux (lignée, sexe, isolateurs et expérimentation). Les 

analyses ont été menées sous R (version 3.5.1). 

L’identification des OTUs (Operational Taxonomic Units) et l’élaboration des tables 

d’abondance à partir des séquences 16S des contenus caecaux (J19) ou des fientes (J6 et J14) 

ont été réalisées avec le pipeline FROGS (Find Rapidly OTU with Galaxy Solution) et la base de 

données SILVA. Les analyses statistiques ont été menées sous R en utilisant les packages 

phyloseq (1.24.2) et vegan (2.5-3) pour les analyses de diversité (alpha- et beta-) et pour la 

normalisation des données. Une analyse de la variance (ANOVA) a été menée pour étudier 
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l’impact des facteurs expérimentaux (lignée, sexe, isolateurs et expérimentation). Le package 

metagenomeSeq (1.24.1) a été utilisé pour identifier les OTUs différentiellement abondants 

entre les lignées N et 61 et entre les faibles et forts porteurs de salmonelles intra-lignées. Enfin, 

le package PICRUST2 (2.2.0-b) a été utilisé pour prédire les fonctions et voie de signalisation 

à partir des tables d’abondance et de la base de données MetaCyc, et le package DESeq2 

(1.26.0) a été utilisé pour identifier les fonctions différentiellement abondantes entre lignées 

N et 61 et entre faibles et forts porteurs intra-lignée (Figure 31).  

 
Figure 31 : Etapes des analyses réalisées pour l’étude du microbiote (A) et pour l’étude de 

l’expression des gènes (B) pour le modèle « poulet ». 
 

L’identification des gènes et l’élaboration de la table de comptage à partir des résultats de 

séquençage des ARNs des tonsilles caecales (J19) ont été réalisés avec STAR (2.5.3a), la base 

de référence Gallus_gallus.GRCg6a.98.gtf et htseq-count (0.12.4). Les analyses statistiques 

ont été menées sous R en utilisant le package DESeq2 pour identifier les gènes 

différentiellement exprimés entre lignées et entre faibles et forts porteurs intra-lignée. Une 

analyse de la variance (ANOVA) a été menée pour étudier l’impact des facteurs expérimentaux 

(lignée, sexe, isolateurs et expérimentation). Enfin, une analyse d’enrichissement sur les gènes 

différentiellement exprimés a été réalisée avec le package topGO (2.38.1) (Figure 31). 
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2) Le modèle « souris » 

Un résumé schématique du matériel et des méthodes employées dans le modèle souris est 

représenté dans la Figure 32. 

Design expérimental et échantillonnages 

Les études ont été menées sur deux populations de souris : le CC et le DO. Avant infection, les 

souris ont été élevées en cage (2-7 souris) dans une animalerie SPF (specific-pathogen-free) 

de l’institut Pasteur à Paris avec un accès libre à l’eau et à la nourriture. Après 7 à 11 semaines 

(obtention d’un système immunitaire mature), les souris ont été transférées dans une 

animalerie A2 et ont été infectées par la souche LA5 de SE avec 103 UFC/0.2mL/souris [300]. 

Les souris ont été euthanasiées par dislocation cervicale 22 jours après infection. Au total, 208 

souris issus de 35 lignées du CC comprenant des mâles et des femelles et 192 femelles du DO 

ont été prises en compte dans l’étude. Des échantillons de foie et de rate ont été prélevés le 

jour de l’euthanasie, placés dans 2mL de PBS 1X et analysés le jour même. Des échantillons de 

queue ont été prélevés et congelés à -20°C.  

Analyses des échantillons 

L’ensemble des échantillons de foie et de rate des CC ou des DO ont été broyés (Ultra-Turrax 

T25), dilués dans du PBS 1X et étalés sur boite TSA (Trypticase Soy Broth) pour le comptage du 

nombre d’UFC 24h après incubation à 37°C. L’ADN de chaque souris DO a été extrait à partir 

de biopsies caudales et utilisé pour les génotyper avec la puce à ADN MUGA (Mouse Universal 

Genotyping Array) chez un prestataire de service (Neogen/Geneseek, Lincoln, NE, USA). 

Analyses bio-informatiques et bio-statistiques 

Les comptages d’UFC sur boite TSA ont permis de calculer le nombre de salmonelles par 

gramme d’organe (foie ou rate). Les données ont été transformées en log10 et une analyse de 

la variance (ANOVA) de type I a été utilisée afin d’identifier les facteurs expérimentaux (lignée, 

sexe, âge, expérimentation) ayant un effet sur le phénotype. Un test de Pearson a permis de 

déterminer la présence ou l’absence de corrélation entre les charges bactériennes dans le foie 

et les charges dans la rate. Les analyses ont été menées sous R (version 3.5.1). 
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Figure 32 : Schéma récapitulatif des méthodes employées dans le modèle « souris ». 
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Les analyses de recherche de QTLs ont été réalisées avec le package R/QTL2 version 0.24 

(Figure 33) avec un modèle linéaire mixte (LMM) comportant une matrice de parenté (kinship 

matrix) afin de prendre en compte les effets de structure des populations. Les seuils de 

significativité ont été calculés par des tests de permutation. Les contributions des allèles des 

lignées parentales ont été déterminées à l’aide d’un modèle additif. L’identification des gènes 

et mécanismes associés, sous les QTLs identifiés, a été réalisée à l’aide des logiciels en ligne 

MGI et MouseMine (http://www.informatics.jax.org/marker). 

 

Figure 33 : Etapes des analyses de détection de QTLs avec R/QTL2 dans le modèle « souris ». 
  

http://www.informatics.jax.org/marker
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I. Article 1 : Impact de la lignée génétique sur la composition du 

microbiote et le portage de Salmonella Enteritidis chez la poule 

Cette première étude a été menée à l’INRAE sur le modèle « poulet ». Au total, 240 individus 

issus de deux lignées expérimentales de White Leghorn : la lignée N et la lignée 61 ont été 

infectés par SE selon un nouveau modèle d’infection en isolateur. Pour chaque individu, une 

extraction d’ADN sur contenu caecal à J19, soit 12 jours après l’infection, a été utilisée pour 

l’analyse 16S du microbiote et le comptage des salmonelles par ddPCR. Les objectifs de cette 

étude sont :  

 De comparer le portage de salmonelles et la composition du microbiote caecal entre les 

deux lignées expérimentales, afin d'évaluer l'existence d'un potentiel contrôle génétique 

de ces deux paramètres ; 

 D’évaluer la variabilité individuelle, au sein d’une même lignée, du portage de salmonelles 

et de la composition du microbiote caecal ; 

 D’identifier les bactéries et les voies métaboliques potentiellement associées à la 

résistance ou à la sensibilité à SE. 

Les résultats ont montré que dans ce modèle d’infection en isolateur, la lignée N était en 

moyenne plus résistante à Salmonella que la lignée 61, et que la variabilité intra-lignée était 

plus élevée pour la lignée 61. De plus, l'analyse 16S a montré une forte différence de 

composition du microbiote caecal entre les deux lignées. Sur les 617 unités taxonomiques 

opérationnelles (OTU) identifiées, plus de 390 étaient différentiellement abondantes entre les 

deux lignées. De plus, au sein de la lignée 61, nous avons identifié une différence dans la 

composition du microbiote entre les faibles et les forts porteurs de Salmonella, avec 39 OTUs 

différentiellement abondantes. Enfin, la prédiction fonctionnelle du métagénome, basée sur 

les données 16S, a permis d’identifier plusieurs voies de signalisation potentiellement 

associées à la résistance ou à la sensibilité à SE. Globalement, cette étude démontre que la 

composition du microbiote caecal des lignées N et 61 diffère, ce qui est probablement dû aux 

différences génétiques entre ces lignées. Cela pourrait être l'une des raisons pour lesquelles 

ces lignées présentent des niveaux de portage de Salmonella différents dans ces conditions 

expérimentales. 

Cette première étude a fait l’objet d’un article scientifique en cours de soumission au journal 

scientifique Genetics Selection Evolution (GSE).  
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ABSTRACT 15 

Salmonella Enteritidis (SE) is one of the major causes of human foodborne intoxication through the 16 

consumption of contaminated poultry products. Genetic selection of animals more resistant to 17 

Salmonella carriage and the modulation of gut microbiota are two promising ways of decreasing 18 

individual Salmonella carriage. This study aims to identify the main genetic and microbial factors 19 

controlling the individual levels of Salmonella carriage in chickens (Gallus gallus) in controlled 20 

experimental conditions. Two-hundred and forty animals from the White Leghorn inbred lines N and 21 

61 were infected by SE at 7 days of age. After infection, animals were kept in isolators to reduce the 22 

recontamination of birds by Salmonella. Caecal contents were sampled at 12 days post-infection and 23 

used for DNA extraction. Microbiota DNA was used to measure individual counts of SE by digital PCR 24 

and to determine the bacterial taxonomic composition through a 16S rRNA gene high-throughput 25 

sequencing approach. Results confirmed that the N line is more resistant to Salmonella carriage than 26 

the 61 line, and that intra-line variability is higher for the 61 line. Furthermore, the 16S analysis showed 27 

strong significant differences in microbiota taxonomic composition between the two lines. Out of 617 28 

Operational Taxonomic Units (OTUs), over 390 were differentially abundant between the two lines. 29 

Furthermore, within the 61 line, we found a difference in the microbiota taxonomic composition 30 

mailto:fanny.calenge@inrae.fr
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between high and low Salmonella carriers, with 39 differentially abundant OTUs. Finally, via 31 

metagenome functional prediction based on 16S data, we identified several metabolic pathways 32 

potentially associated to microbiota taxonomic differences (e.g. SCFA pathways) between high and 33 

low carriers. Overall, this study demonstrates that the caecal microbiota composition of the N and 61 34 

lines differs, which is probably due to genetic differences between these lines. This could be one of the 35 

reasons why these lines harbour different Salmonella carriage levels in experimental infection 36 

conditions. 37 

BACKGROUND 38 

Reducing Salmonella carriage in chicken flocks is a challenge to ensure human food safety and enhance 39 

breeding viability. The consumption of contaminated raw poultry products can indeed cause human 40 

food intoxications. The reported number of human salmonellosis outbreak cases due to the 41 

consumption of contaminated chicken meat and eggs in Europe was over 4,000 from 2014 to 2016, 42 

with more than 93% due to the Enteritidis serovar (EFSA Journal, 2019). Control of hygiene, detection 43 

of several serovars of Salmonella and culling of contaminated flocks or vaccination in farms aim to 44 

decrease this number. Nevertheless, the economic impact of human salmonellosis remains estimated 45 

at approximately 3 billion euros a year (EFSA Journal, 2019). Developing new strategies to improve the 46 

control of Salmonella propagation in poultry livestock is therefore essential to respond to this 47 

challenge. 48 

In adult chickens, Salmonella enterica Enteritidis (SE) does not induce symptoms and can stay in the 49 

organism for a long time [1]. Carrier animals excrete the bacteria in the environment, thus increasing 50 

the bacteria propagation and facilitating the contamination of all animals. Previous studies identified 51 

several quantitative trait loci (QTL) associated with Salmonella carriage in the White Leghorn inbred 52 

lines N and 61 [2–4], showing the contribution of host genetic variations in the resistance to Salmonella 53 

carriage. However, the effects associated with the identified loci are weak, which does not allow a 54 

direct application in commercial lines by marker-assisted selection of more resistant animals. The weak 55 

effects of these loci might also be to the consequence of a biased estimation of individual Salmonella 56 

carriage, due to the recurrent recontamination of birds by Salmonella excreted by other birds within 57 

the timeframe of experimental infections. This recontamination probably leads to a homogenization 58 

of Salmonella carriage in chicken flocks. The use of isolators, strongly reducing this recontamination, 59 

actually led to a much increased individual variation among birds in the experimental White Leghorn 60 

line PA12 [1], allowing the description of three categories of birds according to their shedding: super-61 
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, intermediate- and low-shedders. These isolators allow a control of the air purity and limit faecal-oral 62 

recontaminations between birds by the use of grids on the floor and decontamination of faecal drops.  63 

In addition to the effect of host genetic variations, many studies demonstrate the importance of the 64 

gut microbiota for host health, in poultry as well as in every livestock species and in human. In human, 65 

disruptions of the intestinal microbiota can lead to many kinds of diseases by altering the host 66 

physiology and metabolism and triggering inflammation [5]. It is now very clear that the host and its 67 

intestinal microbiota both contribute to the expression of many phenotypic traits of interest in 68 

livestock species [6]. In chicken, it is also well established that intestinal health is the result of complex 69 

functional interactions between intestinal microbes and host immunity [7]. In particular, the adult gut 70 

microbiota in chicken has been consistently identified as a protective factor to prevent the colonisation 71 

of intestines of young chicks by Salmonella sp. through a mechanism called competitive exclusion [8–72 

10]. Although the primary site of Salmonella invasion in the host is the small intestine, the caecal 73 

microbiota plays a key role on susceptibility to SE caecal colonization and on Salmonella shedding. Its 74 

composition before SE infection determines the Salmonella super- or low-shedder phenotype in the 75 

chicken lines N and 61 [11]. The spraying of an adult microbiota on young chicks or the use of probiotics 76 

are already efficiently used in commercial flocks to reduce the Salmonella Enteritidis load [12–15]. 77 

Many studies have also assessed the efficiency of nutritional strategies aiming at reducing the 78 

Salmonella Enteritidis load by a modulation of the intestinal microbiota leading to an improvement of 79 

the host immunity [16–19]. Such strategies include prebiotics or probiotics boosting the production of 80 

beneficial metabolites, the modulation of host immunity, and the improvement of intestinal barrier 81 

function [20]. To understand the underlying biological mechanisms of such strategies, and to identify 82 

the bacterial taxa actually competing with Salmonella, it is important to analyse the impact of 83 

Salmonella infection on the host microbiota composition. Comparing infected and non-infected 84 

animals, some studies sought to identify OTU signatures of Salmonella infection. For example in pigs, 85 

Argüello et al. identified bacteria from the class Clostridia that could prevent Salmonella Typhimurium 86 

colonisation [21]. In chicken, the family Ruminococcaceae, which are more abundant in non-infected 87 

animals at 4 days post infection (dpi), could be a signature of Salmonella infection [22]. 88 

Overall, both host genetic variations and intestinal microbiota composition could explain variations in 89 

individual Salmonella Enteritidis carriage in chicken. Furthermore, they may interact. Genetic studies 90 

on other phenotypic traits, such as digestive efficiency [23], body weight [24] or feather-pecking in 91 

laying hens [25] showed that host genetic variations influence the intestinal microbiota composition 92 

in chicken. In these studies, authors identified several QTLs and single nucleotide polymorphisms 93 

(SNPs) associated with specific bacterial species that may explain the phenotype and calculated 94 

heritabilities of these bacteria abundances. 95 
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In this study, we investigated the combined influence of host genetic variations and gut microbiota 96 

composition on caecal Salmonella Enteritidis (SE) load. Using the chicken N and 61 inbred lines, we 97 

studied the impact of genetics on both the Salmonella carriage and microbiota composition at the 98 

individual level, using the isolator model, which highly decreases the exchanges of gut microbiota 99 

between animals [1]. We infected 240 animals with Salmonella Enteritidis at 7 days post hatching. We 100 

collected caecal contents at 12 dpi to assess both individual microbiota taxonomic composition and SE 101 

counts. Our aims were: 102 

(i) To assess the intra-line individual variability of Salmonella load and of the caecal 103 
microbiota composition; 104 

(ii) To compare Salmonella load and caecal microbiota composition of the two lines, in order 105 
to assess the existence of a genetic control of these two parameters; 106 

(iii) To identify putative microbial signatures of low/high Salmonella carriage within and/or 107 
between lines. 108 

METHODS  109 

Experimental design 110 

Two experiments were conducted one month apart (january and february 2017), with a total of 240 111 

animals of the White Leghorn inbred lines N and 61 (both males and females, with an equal 112 

distribution). For each experiment (Figure 1), chicks from both lines (n=120; 60 animals from each line) 113 

hatched together with free access to feed (Composition in additional file 1) and water at the 114 

experimental unit PEAT (Pole d’Expérimentation Avicole de Tours, Nouzilly, France). They were 115 

immediately transferred to the PFIE unit (Plateforme d’Infectiologie Expérimentale, INRAE, Nouzilly, 116 

France) where they were reared together on floor. On day 7, each chick was orally infected with 117 

Salmonella enterica Enteritidis (Strain 775 [LA5 Nal20Sm500], 5.104 cfu/0.2 mL/chick) and animals 118 

were transferred into four isolators to decrease oro-faecal recontaminations as described previously 119 

[1]. Two isolators contained chicks from line N and two other isolators contained chicks from line 61, 120 

with 30 birds per isolator. Sibs and half-sibs were separated into the two isolators available for each 121 

line, in order to prevent confounding a putative intra-line genetic effect on Salmonella carriage with 122 

an environmental effect of the isolator. Isolators with birds from line 61 in the first experiment 123 

contained birds from line N in the second experiment, in order to prevent confounding isolator and 124 

line effects. Then, 12 days post-infection, animals were euthanized with CO2 according to the French 125 

regulation for experimental chickens. Caecal contents were gently collected so as not to remove the 126 

intestinal mucosa, weighted, transferred in cryotubes and immediately frozen in liquid nitrogen and 127 

stored at -80°C until use. All animal procedures have been approved by the Ethic committee 128 

(APAFIS#5833-2016062416362298v3) and authorised by the French Government. 129 
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 130 

Figure 1: Experimental design. Two experimentations were conducted following these steps, one in 131 

January 2017 and a second in February 2017 for a total of 240 animals of the White Leghorn inbred 132 

lines N and 61. 133 

 134 

DNA extraction 135 

Individual caecal DNA was extracted from an average of 200 mg of frozen caecal contents as previously 136 

described [26]. Samples from experiments 1 and 2 were processed at the same time. In brief, samples 137 

were incubated at 70°C for 1 hour with 250 μl of guanidine thiocyanate buffer (4 M guanidine 138 

thiocyanate–0.1 M Tris (pH 7.5) and 40 μl of 10% N-lauroyl sarcosine–0.1 M phosphate buffer (pH 8.0)) 139 

and 500 μl of 5% N-lauroyl sarcosine. One volume (750 μl) of 0.1-mm-diameter silica beads (Sigma) 140 

was added, and tubes were shaken for 10 min at the maximum speed of a MM200 Mixer Mill (Retsch, 141 

Germany). Tubes were vortexed and centrifuged at 14000 rpm for 5 min at 4°C. After recovery of the 142 

supernatant, 30 μl of Proteinase K (Chemagic STAR DNA BTS kit, Perkin Elmer, USA) were added and 143 

samples were incubated for 10 min at 70°C at 250 rpm in Multi-Therm (Benchmark Scientific, USA), 144 

then for 5 min at 95°C for enzyme inactivation. Tubes were centrifuged at 14000 rpm for 5 min at 4°C 145 

and supernatants were transferred into a deepwell plate. The plate was loaded on the nucleic acid 146 

workstation Chemagic STAR (Hamilton, Perkin Elmer, USA) and the extraction protocol was performed 147 

with Chemagic STAR DNA BTS kit (Perkin Elmer, USA) by the @BRIDGe platform (INRAE, Jouy-en-Josas, 148 

France) according to the manufacturer’s instructions. DNA concentration was measured by 149 

fluorometric quantification (Qubit) and DNA samples were stored at -20°C.  150 
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Quantification of S. Enteritidis by ddPCR 151 

Individual abundances of Salmonella Enteritidis in caecal contents at day 19 were obtained by Droplet 152 

Digital PCR using the QX200 Droplet Digital PCR system (Bio-Rad) at the @BRIDGe platform (INRAE, 153 

Jouy-en-Josas, France). Each DNA sample was diluted at 1:2 and 1:5 in a final volume of 5 µl to be under 154 

PCR saturated conditions. Droplets were generated from the 20 µl of the total volume of amplification 155 

mix and genomic DNA (15000 to 20000 droplets per sample). The amplification targeted a region of 156 

the InvA gene specific to Salmonella Enteritidis using specific primers, as described by Daum et al. [27] 157 

(Additional file 1). PCR cycling condition started with an enzyme activation step at 95°C for 10 min, 158 

followed by 40 cycles at 94°C for 30 min and 60°C for 1 min, and ended by an enzyme deactivation step 159 

at 98°C for 10 min. For all cycling steps, we used a 2.5°C/sec ramp rate. 160 

For each sample, the number of copies of Salmonella per gram of caecal content was calculated from 161 

the average number of copies of Salmonella per µl of the two dilutions, assuming that each amplified 162 

copy of the InvA gene corresponds to one Salmonella bacterium. Data were analysed with a log 163 

transformation of the copies of Salmonella. A Levene’s test was performed to test for differences in 164 

variation between groups. Analyses of variance (Anova) were performed to test the significance of 165 

differences of the copies of Salmonella between conditions (line, sex, or experiment) using the Anova 166 

function from the car package (version 3.5-5) in R software version 3.5.1 (Type II sum of squares), with 167 

a heteroscedasticity-corrected coefficient covariance matrix (white.adjust = TRUE) to account for 168 

differences in variances between groups. 169 

PCR and Sequencing of 16S rRNA Genes 170 

Samples from experiments 1 and 2 were sequenced at the same time. Amplification of the V3-V4 171 

hyper-variable region of the 16S rRNA coding gene was performed at the INRAE @BRIDGe platform. 172 

Universal V3-V4 primers (Additional file 1) were used for the first PCR reaction. PCR cycling conditions 173 

were as follows: an initial denaturation step (94°C for 10 min), 35 cycles of amplification (94°C for 1 174 

min, 68° C for 1 min and 72°c for 1 min) and a final elongation step at 72°C for 10 min. Amplicons were 175 

then purified using magnetic beads (Clean NA, GC biotech B.V., The Netherlands). The DNA 176 

concentration was controlled using a Nanodrop spectrophotometer (Thermo Scientific, USA). In the 177 

second PCR, samples were multiplexed and the second pair of primers was used (Additional file 1). An 178 

initial denaturation step (94°C for 10 min), 12 cycles of amplification (94°C for 1 min, 65°C for 1 min 179 

and 72°C for 1 min) and a final elongation step at 72°C for 10 min were performed. Amplicons were 180 

purified and concentration was controlled as described for the first PCR reaction. One run on an 181 
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Illumina MiSeq was used to sequence amplicons (2 x 250 paired-end reads) according to the standard 182 

protocol. 183 

Bioinformatic and statistical analyses 184 

Identification of Operational Taxonomic Units (OTUs) was performed by using the FROGS pipeline [28]. 185 

We used the FastQC program to control quality and the Cutadapt program to find and remove adapter 186 

sequences from sequencing reads. R1 and R2 reads were merged and filtered (at Phred >= Q20) by 187 

using the Flash program [29]. OTUs were identified using the Swarm program [30]. Chimera OTUs were 188 

removed using the VSEARCH program [31], taxa filtering was performed with a minimum relative 189 

abundance threshold of 0.005% as proposed by [32]. Finally, phylogenetic affiliations were identified 190 

using the Silva database by using the blastn+ program [33]. OTUs representing less than 0.5% of global 191 

reads and samples with less than 10,000 reads were removed and a rarefaction was performed using 192 

the rarefy_even_depth function from phyloseq (1.24.2) package.  193 

The phyloseq (1.24.2) and vegan (2.5-3) packages were used with R to perform the diversity analysis 194 

on rarefied data. Alpha diversity was measured using the Shannon index and beta diversity using the 195 

Whittaker index. Analyses of variance (ANOVA) were performed to test the significance of differences 196 

of alpha and beta diversity between conditions (line, sex, experiment or isolator). We evaluated the 197 

Bray-Curtis dissimilarity using the env_fit method that we plotted in an NMDS (Non-Metric 198 

Multidimensional Scaling) representation. Permutational Multivariate Analyses of Variance 199 

(Permanova) were used to test for the significance of differences of diversity according to variations in 200 

lines, experiments, isolators and sex. The R package metagenomeSeq (1.24.1) was used on unrarefied 201 

data for the identification of differentially abundant (DA) OTUs between lines N and 61 and between 202 

high and low carriers within line 61. The OTU table was first normalised, and the model was fitted using 203 

the fitZIG method by including experiment, isolator and sex as cofactors. Heatmaps were built using 204 

the function plotMRheatmap on significant DA OTUs. Then, OTUs were aggregated by family and genus 205 

with the command aggregateByTaxonomy to identify DA families and genera. Functional gene families 206 

and MetaCyc pathway were predicted using the PICRUST2 package. DA KEGG ortholog (KO) and DA 207 

MetaCyc pathway were identified with the R package DESeq2 (1.26.0). DA MetaCyc pathways were 208 

aggregated at the super-pathway level using MetaCyc database [34]. 209 

Metadata table, unrarefied OTU table, and corresponding taxonomic classifications have been 210 

included as Additional files 2, 3 and 4, respectively.  211 
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RESULTS 212 

Abundance of S. Enteritidis in caecal contents 213 

After oral Salmonella infection at 7 days of age, no clinical signs were observed on chicken, as expected 214 

with this dose of Salmonella Enteritidis. The SE abundances of two hundred and twenty eight samples 215 

of caecal contents at 12 days post-infection were well characterized by ddPCR. We obtained an average 216 

of 3.38 log10 copies of DNA target sequences per gram of caecal content for line 61, and 2.55 log10 217 

copies for line N (Figure 2). 218 

 219 

Figure 2: Salmonella Enteritidis abundance at 12 dpi in caecal contents. Salmonella Enteritidis 220 

abundance at 12 dpi in caecal contents of chickens from lines N and 61 infected with S. Enteritidis 221 

(log10/g of caecal contents) according to the experiment and the isolator. We observe a significant 222 

difference of Salmonella carriage between lines and between experiments. In line 61, the carriage is 223 

more variable between chicks, particularly for the experiment 1. 224 

 225 

Since the Levene’s Test showed differences in variations between goups (P<0.001), an ANOVA 226 

(heteroscedasticity-corrected, Type II sum of squares) including genetic line, experiment and sex as 227 

factors was performed and showed a significant difference (P<0.001) of ISC (Individual Salmonella 228 

Carriage) between the two lines (Table 1 and Additional file 5, Table 1). This difference between lines 229 

was also significant when considering each experiment separately (Table 1). We also observed that ISC 230 



Article 1 

103 
 

is more variable in line 61 than in line N (P<0.001), with standard deviations of 1.3 and 0.7, respectively. 231 

This higher ISC variation in line 61 was more marked in experiment 1 than in experiment 2 (P<0.001), 232 

with standard deviations of 1.61 vs. 0.84 (Figure 2). ISC was not significantly different between males 233 

and females (Additional file 5, Table 1). Furthermore, the mean ISC between the two experiments was 234 

significantly different (P<0.001) for line N (2.2±0.7 in experiment 1 vs. 2.9±0.4 in experiment 2) but not 235 

for line 61. Finally, within each experiment, there were no significant differences between isolators 236 

containing line 61 in experiment 1, but there were significant differences between isolators containing 237 

line 61 in experiment 2 and between isolators containing line N in experiment 1 and 2 (P<0.01). 238 

Line Exp1 Exp2 All Exp 

 Nb Mean±SD Nb Mean±SD Nb Mean±SD 

N 56 2.21±0.74 60 2.86±0.43 116 2.55±0.68 

6 57 3.41±1.61 55 3.35±0.84 112 3.38±1.29 

p-value*  2.03e-06  2.12e-04  3.45e-09 

Table 1: S. Enteritidis abundance in caecal contents of chickens 12 days after oral infection (*ANOVA 239 

Type II sum of squares test using all factors) 240 

In line 61 for the experiment 1, we were able to identify by hierarchical clustering, two extreme groups 241 

of fifteen samples, for which we have usable information on their microbiota, that were considered to 242 

be low and high carriers. The low-carriers group displayed a mean of 1.8±0.6 log10 copies of DNA per 243 

gram of caecal content, while the high-carriers group had a mean of 5.2±0.6 log10. 244 

Structure and diversity of bacterial community 245 

Due to strict controls of DNA quality after extraction and amplification, only 228 samples with at least 246 

10 ng of DNA from the 240 initial samples were sequenced. After sequencing, we obtained 8,300,144 247 

reads with an average of 32,464 reads per sample. From these reads, 617 OTUs were identified with a 248 

percentage of affiliation of 99% at the family level and 65% at the genus level. Samples with a total 249 

number of reads lower than 10,000 were removed, so that 182 samples from the 228 sequenced 250 

samples were finally analysed: 86 samples from line 61 and 95 from line N. Samples excluded were 251 

distributed in different groups (line, sex, experiment and isolators). 252 

At the phylum level, Firmicutes, followed by Proteobacteria and Bacteroidetes (Figure 3, A), dominated 253 

the bacterial composition. At the family level, we observed a predominance of Lachnospiraceae and 254 

Ruminococcaceae, followed by the Enterobacteriaceae, Clostridiales and Bacillaceae (Figure 3, B and 255 

Additional file 5, Table 2). 256 
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 257 

Figure 3: Microbiota composition at phylum and family levels for lines N and 61. Microbiota 258 

composition using raw counts after rarefaction at phylum level (A) and family level (B, most abundant 259 

and C, least abundant) for lines N and line 61. The most abundant phylum is Firmicutes followed by 260 

Proteobacteria and Bacteroidetes. We observed no significant difference at this phylum level between 261 

lines. At the family level, we observed first, Ruminococcaceae and Lactobacillaceae, followed by 262 

Enterobacteriaceae, Clostridiales and Bacillaceae. 263 

 264 

The analysis of alpha diversity with the Shannon index did not show a significant difference between 265 

lines, experiments, or sex (Figure 4 and Additional file 5, Table 3). Using the Whittaker index, we 266 

observed a significant difference of beta diversity between experiments (P<0.0001), corresponding to 267 

0.24 for experiment 1 vs. 0.20 for experiment 2. However, we did not observe any difference in beta 268 

diversity between lines (0.20 for both). Comparing high- and low-carriers in line 61, we identified no 269 
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significant difference in alpha diversity and richness, but we identified a significant difference in beta 270 

diversity (Figure 4 and Additional file 5, Table 3). 271 

 272 

 273 

Figure 4: Alpha- and Beta-diversity between line, exp, sex or high- and low-carriers in line 61. Using 274 

the Shannon index, the alpha diversity did not show a significant difference between lines, 275 

experiments, sex and high- and low-carriers in line 61. Using the Whittaker index, we observed a 276 

significant difference of beta diversity between experiments (P<0.0001) and high- and low-carriers in 277 

line 61 (P<0.01), but not between lines and sex. 278 

 279 

Non-metric multidimensional scaling and differentially abundant OTUs between 280 

lines 281 

The analysis of the beta diversity using the Bray-Curtis dissimilarity and an NMDS representation 282 

(Figure 5) showed that the microbiota composition is clearly clustered according to the genetic line. 283 

This clustering is observed for each experiment individually but is more contrasted in experiment 1 284 

(Figure 5). The Permanova analysis confirmed this line effect (P<0.001) after correcting for the 285 

experiment, isolator and sex effects, whether merging data from the two experiments or considering 286 

each experiment separately (Additional file 5, Table 4). The global microbiota composition was also 287 

significantly different between experiments and isolators, but not significantly different between 288 

males and females (Additional file 5, Table 4). 289 
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 290 

Figure 5: Non-metric multidimensional scaling representations and heatmaps comparing lines N 291 

and 61 for caecal microbiota composition.Non-metric multidimensional scaling (NMDS) 292 

representations of the OTU composition of caecal contents using the Bray-Curtis dissimilarity. These 293 

figures compare the composition between samples from lines N and 61 in experiment 1 (A) and 294 

experiment 2 (B). We can observe a significant difference of microbiota composition between lines 295 

after correcting for the isolator and sex (Permanova, P<0.001). Heatmaps of the caecal DA OTUs 296 

between lines N (in blue) and 61 (in red) in experiment 1 (C) and in experiment 2 (D). 297 

 298 

Of the 617 OTUs identified, we observed a total of 390 significant DA OTUs between lines over the two 299 

experiments, after controlling for the isolator effect (Additional file 5, Table 5). When analysing 300 

experiments separately, a heatmap showed a more strongly defined clustering for experiment 1, with 301 

388 DA OTUs between lines (Figure 5), whereas for experiment 2, we observed 284 DA OTUs. A total 302 

of 187 DA OTUs were found to be in common between the two experiments. 303 

In the following analyses, we aggregated the 617 OTUs in order to compare compositions at higher 304 

taxonomic ranks, which led to 14 families and 51 genera. We identified 9 DA families and 31 DA genera 305 

between lines over the two experiments, after adjusting for the isolator effect (Figure 6 and Additional 306 

file 5, Table 6).  307 
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 308 
Figure 6: Differentially abundant families and genera between lines N and 61 according to the 309 

experiment. DA families and genera between lines N and 61 for experiment 1 (A), experiment 2 (B) 310 

and experiments 1 and 2 together (C). Representation of the log2 fold-changes for the comparison 311 

between lines (blue indicates greater abundance in line N, red greater abundance in line 61). 312 
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For experiment 1 and experiment 2, we respectively identified 9 and 5 DA families and 24 and 29 DA 313 

genera (Figure 6). At these levels of aggregation, significant DA families and significant DA genera 314 

between lines are not the same when comparing the two experiments, and some are inversely 315 

abundant. Nevertheless, Christensenellaceae is in both cases a family that is more abundant in the 316 

resistant line N. At the genus level, Tyzzerella 3, Lachnoclostridium, Marvinbryantia, Ruminococcaceae 317 

UCG-013 are more abundant in line 61 (susceptible) and Ruminococaceae UGC-004, Ruminococcus 1, 318 

Pseudomonas, Pseudoflavonifractor, Christensenellaceae R-7 group and Ruminococcaceae UGC-014 319 

are more abundant in line N (resistant). 320 

High and low carriers in line 61 and the family Christensenellaceae  321 

In order to assess a potential difference of microbiota composition between high and low carriers in 322 

line 61, we used an NMDS representation for the first experiment (Figure 7, A). We chose experiment 323 

1 because it had the largest variability in individual Salmonella carriage, which allowed for the 324 

identification of high and low carriers. 325 

 326 

Figure 7: NMDS representation, heatmap and significant DA genera for high and low carriers (line 327 

61- exp1). (A) NMDS representation of the caecal microbiota of high and low carriers in line 61 (Bray-328 

Curtis dissimilarity). High and low carriers are significantly different (Permanova, P-value < 0.01); 329 

caecal microbiota from different isolators are not significantly different (Permanova, P-value > 0.5). 330 

(B) Heatmap representation of the 39 DA OTUs between high- and low-carriers in line 61 for 331 

experiment 1. (C) The significant DA genera between high and low carriers for line 61 in experiment 1 332 

(Log2 Fold-Changes). 333 

 334 
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In experiment 1, the Permanova analysis showed a significant (P<0.01) difference of microbiota 335 

composition between both groups. The differential abundance (DA) analysis using the 336 

metagenomeSeq package led to the identification of 39 DA OTUs between high and low carriers (Figure 337 

7, B and Additional file 5, Table 7). After aggregation, we obtained one DA family: Christensenellaceae, 338 

and three DA genera: Ruminococcaceae NK4A214 group, Ruminiclostridium 5 and Christensenellaceae 339 

R-7 group (Figure 7, C and Additional file 5, Table 8). 340 

A comparison of the results in DA analyses between lines on the one hand, and between high and low 341 

carriers on the other hand led to the identification of a common, DA family: the Christensenellaceae. 342 

Christensenellaceae is more abundant in low carriers than in high carriers in line 61 and is also more 343 

abundant in line N, which is more resistant (i.e. low carrier) to Salmonella. The same observation can 344 

be made for the DA genus Christensenellaceae R7-group, which is more abundant in low carriers as 345 

well as in the resistant line N for both experiments. A regression analysis led to a significant correlation 346 

(P-value = 4.11e-06) between ISC and Christensenellaceae abundance. 347 

Functional gene prediction 348 

Using PICRUST2, we predicted 4,954 KEGG Orthologies (KO) and 323 pathways over all lines and 349 

experiments. Using DESeq2, we identified 1,590 DA KO between lines N and 61, adjusting for the effect 350 

of the experiment, and 69 DA pathways (false discovery rate (FDR) < 0.01). In line 61, the analysis 351 

between high and low carriers in experiment 1, adjusting for the effect of the isolator, led to the 352 

identification of 507 DA KO and 75 DA pathways (FDR > 0.01). The 64 DA pathways in common for the 353 

comparisons between line N and 61, and between high and low carriers within line 61 were aggregated 354 

at the super-pathway level (Figure 8 and Additional file 5, Table 9). 355 

DISCUSSION 356 

Using a model of Salmonella infection in isolators limiting animal-animal recontaminations and animal 357 

reinfection and thus homogenisation of individual Salmonella carriage [1], we confirm the existence of 358 

a variability of individual Salmonella carriage linked to both genetics and microbiota composition. We 359 

evidenced gut microbiota differences associated to both the genetic line (N vs 61) and the individual 360 

Salmonella carriage status (high vs. low ISC carriers). Line N had a lower average Salmonella abundance 361 

than line 61, suggesting a possible genetic control of the carriage. In line 61, the larger observed 362 

variability allowed us to identify contrasted groups of low and high carriers. Finally, through our caecal 363 

microbiota taxonomic analysis, we identified taxa and metabolism pathways that may be associated 364 

with Salmonella carriage. 365 
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 366 

Figure 8: DA super-pathways in common between lines N and 61 and high/low carriers in line 61. DA 367 

super-pathway (MetaCyc database – DESeq2) in common for the comparisons of caecal microbiota 368 

between lines N and 61 and between high and low carriers in line 61. Representation of the log2 fold-369 

changes for the comparison between lines (blue indicates greater abundance in line N, red greater 370 

abundance in line 61). 371 

 372 

In both experiments conducted, line N was more resistant and microbiota taxonomic composition was 373 

significantly different between both lines. Nevertheless, ISC was higher for line N in the second 374 

experiment and the DA OTUs between lines were not strictly the same between experiments. 375 

Differences in microbiota composition between experiments might be due to the impact of the 376 

immediate environment on individual microbiota composition. Although conditions were strictly 377 

controlled to be identical between experiments, slight differences in the environment may occur, and 378 

the microbial composition of the environment may differ, thus affecting the primo-colonisation of the 379 

gut by bacteria in newborn chicks. Some studies report differences in the primo-colonisation of the 380 

intestinal tract between individuals even when chickens are reared together in the same environment 381 

[35, 36]. As a result, a difference in microbiota composition before infection could affect the microbiota 382 

composition after infection. In the following section, since ISC and microbiota composition differed 383 

slightly between experiments, we will focus only on results validated in both experiments. 384 
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Impact of the chicken genetic line on Individual Salmonella Enteritidis carriage 385 

and microbiota composition 386 

Previous studies showed the impact of host genetics on Salmonella carriage, using different infection 387 

models. Significant differences in Salmonella Enteritidis carriage in commercial or local chicken breeds 388 

have already been identified [37–39]. Several candidate genes were associated with resistance to 389 

Salmonella Enteritidis carriage, such as SLC11A1 and TLR4 [40–42]. Our results with lines N and 61 390 

confirm previous results obtained without using isolators with the same lines, with on-floor grouped 391 

rearing [2, 43], confirming that line N is a lower Salmonella Enteritidis carrier than line 61. QTLs were 392 

previously identified on several chromosomes in different populations derived from [N x 61] crosses 393 

[2–4]. Nevertheless, due to the highly polygenic control of carrier-state in these lines, with many loci 394 

with weak effects involved [44], identification of causal genes at the QTLs has not been possible. The 395 

infection of birds in isolators, which would allow for much larger individual variability [1], might be a 396 

way to improve future QTL detection studies and identification of causal genes. Interestingly, we 397 

observed a larger variability in ISC in line 61, confirmed in two independent experiments. This larger 398 

variability of ISC generates new hypotheses: could this ISC variability be caused by intra-line genetic 399 

variations, or by a variability of the microbiota composition? 400 

In both experiments conducted, the significant difference of caecal microbiota composition between 401 

lines N and 61 at 12 days post-infection suggests the existence of a host genetic control of this 402 

composition. For each experiment independently, birds from lines N and 61 were hatched in the same 403 

environment at the same time, and raised together until the experimental infection, so that the initial 404 

microbial environment was similar for all birds tested before infection. Differences in caecal microbiota 405 

composition between lines can therefore not be attributed to differential exposures to environmental 406 

microbes before infection. Furthermore, for experiment 1, we observed no significant difference of 407 

microbiota composition between the two isolators used for the same line (P>0.1, Additional file 5, 408 

Table 4). Thus, we cannot associate differences in microbiota composition between lines with an effect 409 

of the isolator environment in experiment 1. To the contrary, in experiment 2 we observed a significant 410 

difference of microbiota composition between the two isolators used for the same line (P<0.01, 411 

Additional file 5, Table 4). It can be argued that isolators might be populated by different microbial 412 

populations, which could in turn influence the caecal microbiota composition after infection. However, 413 

isolators were sterilized before each experimentation. In addition, we inverted the isolators containing 414 

each line in the second experiment, and still observed a similar difference between lines in terms of 415 

caecal microbiota composition. Moreover, since the utilisation of isolators decreases the oro-faecal 416 

recontamination of commensal microbiota as well as pathogenic bacteria, the caecal microbiota 417 
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composition of each chicken can mature in isolation from the impact of the other birds once the animal 418 

has been put into the isolator. 419 

Since we analysed caecal microbiota composition after infection, we cannot exclude that the infection 420 

by Salmonella affected this microbiota composition. Does the higher susceptibility of line 61, with a 421 

higher number of Salmonella in the caeca, causes a shift in microbiota composition? Several studies 422 

have shown that SE infection has a very low impact on the composition of the caecal microbiota [22, 423 

45–47], even if some differences in taxa abundance have been identified between infected and 424 

uninfected chicken [47, 48]. We therefore hypothesize that in our study also, SE infection presumably 425 

had a weak impact on microbiota composition. 426 

A study on Campylobacter resistance between lines N and 61 aimed at transferring microbiota from 427 

the resistant line to the susceptible line and to study the Campylobacter carriage [49]. Although no 428 

difference of microbiota composition between donor birds from the N and 61 lines at 21 days was 429 

shown, in the recipient line after transplantation the genetic line had a significant impact on microbiota 430 

composition, while the transplanted microbiota did not. This supports our hypothesis that genetics 431 

have a strong impact on the composition of the microbiota, at least 3 weeks after hatching in lines N 432 

and 61. 433 

In chicken as well as in other livestock species and in human, the existence of a genetic control of the 434 

intestinal microbiota composition is well documented. In human studies some bacteria known to be 435 

associated with immunity seem to be heritable and candidate genes have been identified [50]. In 436 

chicken, studies identified differences in microbiota composition between genetic lines, for instance 437 

in two chicken lines that differ in their susceptibility to bacterial infections [51], in two divergent 438 

genetic lines for body weight [52] or between four commercial lines and an indigenous Indian breed, 439 

[53]. At least two studies identified moderate heritabilities of bacteria families and several QTLs 440 

involved in the control of these bacterial abundances [23, 54]. 441 

Relations between caecal microbiota and individual Salmonella Enteritidis 442 

carriage 443 

The colonisation and the adhesion of commensal bacteria covering the mucosal epithelium constitute 444 

a protective biofilm due to their competitive exclusion (CE) function. Studies affirm that CE is currently 445 

the best approach to decrease Salmonella colonization in chicken in commercial production [9]. 446 

In our study, all animals were experimentally infected and the identification of signature bacteria was 447 

performed by comparing chickens with differences of individual Salmonella carriage between lines or 448 

intra-lines. Our hypothesis is that the abundance of commensal, potentially competitive bacteria is 449 
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higher in the microbiota of resistant chickens, thus preventing the colonisation of Salmonella in the 450 

intestinal tract. The genetic background could in part control this abundance of competitive bacteria. 451 

From our results, it appears that the difference of ISC between lines and the larger ISC variability in 452 

line 61 cannot be related to a difference in beta- or alpha-diversity of the caecal microbiota between 453 

lines. Comparing groups of chickens either infected with SE or non-infected using different chicken 454 

breeds or lines, no significant differences for the Shannon index were found in two studies at 14 dpi 455 

[47, 55] and in another study at 10 dpi [22]. These observations corroborate ours and lead us to the 456 

conclusion that the infection with SE or the level of SE carriage do not affect the OTU diversity in the 457 

caecal microbiota. However, we identified a significant difference in beta diversity between high and 458 

low carriers within line 61: individual microbiota of high carriers are more similar compared to the 459 

individual microbiota of low carriers, which harbour more differences. Does the higher level of 460 

Salmonella drive the microbiota to a more similar composition in high-carriers? Or are these animals 461 

more susceptible to Salmonella because some shared characteristics of their microbiota lead to a less 462 

efficient competitive exclusion? These questions remain open; as we also cannot exclude that 463 

remaining genetic variations within line 61 could explain these differences in caecal microbiota beta 464 

diversity. 465 

Even in the absence of differences in alpha- or beta-diversity, DA OTUs identified between lines could 466 

potentially be associated with differences in ISC (Figure 6). Likewise, DA OTUs identified between high 467 

and low carriers in line 61 could be associated with ISC (Figure 7). In order to document the putative 468 

functions associated with these DA OTUs, we imputed their putative functions from known databases. 469 

Some of these DA OTUs harbour striking functions. 470 

We observed that the Christensenellaceae family is more abundant in low Salmonella carriers (Figure 471 

6, 7). This bacteria family is associated with a beneficial impact on health in human and in mice [56–472 

59]. Interestingly, in parallel, it was shown that Christensenellaceae is one of the most heritable 473 

bacterial families of the human intestinal microbiota [56]. This leads us to formulate the hypothesis 474 

that host genetic variations between lines N and 61 might cause variations in Christensenellaceae 475 

abundance, which in turn could affect Salmonella resistance. However, to our knowledge, the 476 

heritability of Christensenellaceae has not been assessed in chicken. Similarly, the family 477 

Enterobacteriaceae was more abundant in the resistant line (Figure 6). These bacteria are in 478 

competition with Salmonella for oxygen [60] and for the use of nutrients as iron [61]. These bacteria 479 

are also able to produce bacteriocin to inhibit the proliferation of Salmonella [60]. Oxygen respiration 480 

by competitive bacteria such as Enterobacteriaceae, leads to an anaerobisation of the lumen and thus, 481 

a decrease of the capacity of Salmonella colonisation [60]. Our results are compatible with this 482 
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hypothesis. At last, the Ruminococcaceae family is less abundant in the susceptible line 61 (Figure 6). It 483 

has been shown that a decrease of Ruminococcaceae can be associated with an increase of 484 

inflammation [62] and thus an increase of Salmonella competition [63]. 485 

Interestingly, several of the potential functions associated with the DA abundant OTUs may explain 486 

the differences in ISC observed. Although very speculative since based on an indirect, in silico 487 

approach, their identification is highly coherent with known mechanisms of resistance to Salmonella. 488 

First, the SCFAs metabolic pathway may be more abundant both in the resistant line N and in low 489 

carriers in the susceptible line 61. Consequently, the production of SCFAs could be associated with low 490 

Salmonella carriage. Many studies showed that the production of SCFAs, such as butyrate, by the 491 

intestinal microbiota has beneficial effects for the host [64–66]. In chicken, butyric acid can decrease 492 

the inflammation [67], which is unfavourable to Salmonella [63]. More specifically, it was shown that 493 

the rise of SCFAs on in vitro culture of avian intestinal cells decreases the pathogenicity of Salmonella, 494 

blocking its entry into the organism [68]. Thus, line N and low carriers in line 61 could carry a beneficial 495 

microbiota for Salmonella resistance. 496 

Secondly, the catechol degradation pathway may be more abundant in both the resistant line N and 497 

in the low Salmonella carriers of the susceptible line 61. Salmonella have the ability to produce auto-498 

inducers 3 (AI-3), which have a similar chemical structure as the catecholamine from the catechol 499 

family [69, 70]. In chickens and in pigs, it was shown that a treatment with catecholamine, e.g. 500 

Norepinephrine, increases Salmonella enterica colonization in the host and Salmonella spread in the 501 

environment [71, 72]. Besides, catechol plays a role of quorum sensing signal for the production of 502 

biofilm, thus increasing the virulence of Salmonella during host infection [69, 73] and the Salmonella 503 

capacity to resist on eggs or meat [74]. Thus, the microbiota capacity of catechol degradation in line N 504 

and low carriers in line 61 could be beneficial for Salmonella resistance. 505 

At last, other bacteria associated with low carriage were identified in experiment 2 but not confirmed 506 

in experiment 1. This is the case of Lactobacillus, which were more abundant in the resistant line. Some 507 

species of these bacteria, used as a probiotic, were shown to significantly decrease the Salmonella 508 

Enteritidis carriage [75, 76]. Similarly, the Bacillaceae family was more abundant in the resistant line. 509 

Some studies showed the significant impact of Bacillus subtilis, from this family, in the reduction of 510 

Salmonella growth in chickens challenged with Salmonella Heidelberg [77, 78] or Salmonella 511 

Typhimurium [79]. Nevertheless, bacteria potentially beneficial for health have also been found with 512 

a higher abundance in the susceptible line. For example, the Blautia genus, which is more abundant in 513 

line 61 in experiment 2 (not confirmed in experiment 1), is a butyrate producer [80] and has beneficial 514 

anti-inflammatory effects [81]. Thus, looking at individual taxa might not be sufficient. More likely, we 515 
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suggest that the total balance of beneficial bacteria has an impact on the Salmonella resistance, which 516 

supports the idea of studying the aggregated contributions of several taxa to the same metabolic 517 

pathway. 518 

CONCLUSION 519 

We showed an impact of the genetic line on individual Salmonella Enteritidis count in caeca and on 520 

caecal microbiota taxonomic composition. We also showed associations between the abundances of 521 

bacterial taxa and metabolic pathways with the ISC status (high vs. low carriers), which were previously 522 

associated with resistance to Salmonella Enteritidis. Most notably, we identified an overrepresentation 523 

of the Short-Chain Fatty Acids metabolic pathway and the Catechol degradation pathway, as well as 524 

the Christensenellaceae, Enterobacteriaceae and Ruminococcaceae families in low-carriers. Based on 525 

these observations, we hypothesize that genetic differences between lines N and 61 may influence the 526 

level of Salmonella carriage by influencing the abundances of beneficial bacteria. Combining 527 

information on host genetics and gut microbiota composition is useful to sharpen the prediction of 528 

complex traits such as resistance to pathogens. Our study showed that both caecal microbiota and the 529 

host genetic background play a role in the mechanisms leading to Salmonella colonization resistance 530 

in chickens. Future studies should decipher the genes that potentially control differences in bacterial 531 

abundances in these lines. 532 
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II. Article 2 : Analyse de l’expression des gènes dans les tonsilles 

caecales de deux lignées expérimentales infectées par SE 

Cette deuxième étude a été menée à l’INRAE sur le modèle « poulet ». Quarante-huit individus 

sur les 240 infectés pour l’étude présentée dans l’Article 1, ont été choisis en fonction de leur 

niveau de portage de SE (faible ou fort) dans les caecas en équilibrant les cofacteurs 

expérimentaux : « sexe », « isolateur », « lignée » et « expérimentation ». Une extraction 

d’ARN sur les 48 échantillons de tonsilles caecales de ces individus a été utilisée pour le 

séquençage et l’analyse de l’expression des gènes. Les objectifs de cette étude sont :  

 D’identifier les gènes différentiellement exprimés entre les individus des deux lignées 

génétiques N et 61 après l’infection par SE, dans le but d’identifier de potentielles voies de 

signalisation impliquées dans la résistance génétique à SE ; 

 D’identifier les gènes et les voies de signalisation associés à la résistance à SE au sein d’une 

même lignée, entre faibles et forts porteurs ; 

 Intégrer les résultats sur le microbiote de l’Article 1 à cette étude afin d'identifier les 

interactions entre l'hôte et le microbiote qui pourraient expliquer les différences de 

résistance à l'infection par le SE. 

Les résultats ont montré une différence d’expression importante entre les lignées 

expérimentales avec plus de 7500 gènes différentiellement exprimés (DEGs) potentiellement 

impliqués dans 62 processus biologiques. Une comparaison entre les faibles et forts porteurs 

dans la lignée 61, a permis d'identifier 97 DEG et 23 processus biologiques contre 1034 DEGs 

et 288 processus biologiques dans la lignée N. Plusieurs gènes candidats associés à la 

résistance à SE ont été identifiés, dont par exemple Fut2, qui pourraient interagir avec les 

bactéries commensales au niveau du microbiote caecal pour contrôler l'infection par SE. 

Globalement, nous avons pu identifier plusieurs gènes et processus biologiques qui pourraient 

expliquer directement ou indirectement, par le biais du microbiote, la résistance ou la 

sensibilité à une infection par SE. 

Cette étude a été rédigée sous forme d’un article scientifique qui sera soumis prochainement 

dans un journal scientifique pour publication.
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ABSTRACT 14 

Managing Salmonella enterica Enteritidis (SE) carriage in chicken is a necessary challenge to ensure 15 

human food safety and enhance chicken breeding viability. Salmonella can contaminate poultry 16 

products, causing economic losses for farmers and food intoxication for human consumers. Both 17 

genetic selection for a decreased carriage and gut microbiota modulation strategies could reduce 18 

Salmonella propagation in farms.  19 

Two-hundred and twenty animals from the White Leghorn inbred lines N and 61 were raised together 20 

on floor, infected by SE at 7 days of age, transferred into isolators to prevent oro-fecal recontamination 21 

and euthanized at 19 days. Caecal contents DNA were used to measure individual Salmonella counts 22 

(ISC) by droplet digital PCR and to determine the caecal microbiota taxonomic composition by a 16S 23 

rRNA gene sequencing approach, in a previous study. In this study, a RNA sequencing approach was 24 

used to evaluate the gene expression in caecal tonsils after infection of 48 chicks with high or low ISC.  25 

The analysis between lines allowed us to identify 7517 differentially expressed genes (DEGs) and 62 26 

Gene Ontology (GO) Biological Processes (BP) terms. A comparison between high and low carriers 27 

allowed us to identify 97 DEGs and 23 GO BP terms within line 6 and 1034 DEGs and 288 GO BP within 28 

line N. We identified several candidate genes, including FUT2, which could interact with commensal 29 

mailto:fanny.calenge@inrae.fr
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bacteria to control SE infection. Altogether, we were able to identify several genes and pathways 30 

associated with differences in SE carriage level. These results are discussed in relation to individual 31 

caecal microbiota compositions, which may interact with host gene expression levels for the control 32 

of the caecal SE load. 33 

IMPORTANCE SECTION 34 

Integrating microbiota and host genomic data provides a better understanding of the complex 35 

mechanisms involved in Salmonella resistance and may lead to innovative strategies to decrease 36 

Salmonella propagation in farms. In this study, comparing two inbred chicken lines with different 37 

susceptibility levels to Salmonella infection, we identified differentially expressed genes and pathways 38 

in caecal tonsils associated with Salmonella resistance. Some of those genes may have an impact on 39 

SE carriage through an effect on the microbiota composition.  40 

BACKGROUND 41 

Salmonella is a zoonotic pathogen that can cause human food intoxication. In 2019, more than 80 000 42 

human salmonellosis cases were confirmed in Europe with 140 reported deaths [1]. Among these 43 

cases, more than 9000 were associated with 926 food-borne outbreaks (FBOs), with a large majority 44 

(72.4%) caused by the serovar S. Enteritidis. Eggs produced by infected layer hens seem to be the major 45 

food vehicle, representing more than 37% of the FBOs. In parallel, in spite of a strict control of the 46 

hygiene in farms, the systematic detection of Salmonella serovars and the use of vaccination, the 47 

prevalence of Salmonella in laying hen flocks increased from 2.07% in 2014 to 3.44% in 2019 [1]. In 48 

chicken, the carriage is asymptomatic. The bacteria can persist a long time in the gut and can quickly 49 

spread within a contaminated farm via oro-fecal recontaminations between birds [2]. Understanding 50 

the impacts of factors such as host genetics or gut microbiota on Salmonella carriage, and even more 51 

their combined impact, could lead to innovative strategies to reduce Salmonella transmission and 52 

ensure human food safety. 53 

The caecal tonsil is a major barrier controlling the entrance of the bacteria in the organism [3, 4], and 54 

is therefore a material of choice to identify host factors potentially involved in the control of SE. Several 55 

studies have been led on the caecal tonsil transcriptome. They helped identifying biological processes 56 

associated with resistance to Salmonella Enteritidis [5–7], Typhimurium [8, 9] and Pullorum [10]. 57 

Nevertheless, in these studies, the impact of host genetics on gene expression was not considered. 58 

The impact of host genetic variations has been considered in a recent study of Campylobacter 59 

colonisation.  A large number of genes differentially transcribed between the experimental inbred 60 
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chicken lines 61 and N were identified, that may underlie variation in heritable resistance to the 61 

pathogen [11]. The host genetic background is an important factor in Salmonella infection.  A number 62 

of Quantitative trait loci (QTLs) and candidates genes associated with Salmonella resistance were 63 

identified [12]. In the White Leghorn inbred lines N and 61 in particular, several QTLs with low to 64 

moderate effects were identified [13–15]. However, no causal gene could be identified due to the 65 

important length of the QTL genomic regions. More generally, only a few genes have been identified 66 

for their direct implication in the control of SE load in chicken, and knowledge is lacking about the 67 

mechanisms leading to genetic resistance. For the studies conducted on Salmonella carriage in the N 68 

and 6 lines, birds were reared on floor after infection, thus allowing Salmonella oro-fecal 69 

recontamination between birds. In the present study, we used another infection model, making use of 70 

isolators. Previously tested on the experimental White Leghorn line PA12, this model showed a strong 71 

reduction of oro-fecal recontaminations, leading to a much increased Salmonella individual variation 72 

among birds [2]. It is therefore an interesting model to identify birds with highly contrasted carriage 73 

levels, in order to facilitate the identification of host genes involved in these differences. 74 

Another major protective barrier against Salmonella infection is the host gut microbiota [16, 17]. The 75 

protective role of the gut microbiota toward SE colonisation has been identified a long time ago [18] 76 

and has been called “competitive exclusion” [19, 20]. In several studies, the analysis of the impact of 77 

Salmonella infection on the host microbiota composition led to the identification of specific gut 78 

bacteria and biological mechanisms which could prevent Salmonella colonisation in chicken [21, 22]. 79 

Besides, the existence of a genetic control of the microbiota composition in chicken has been 80 

demonstrated using several genetic backgrounds [23–25]. QTLs and SNPs associated with the 81 

abundance of bacteria have been identified [26, 27] Given the importance of the gut microbiota 82 

composition for the resistance to SE carriage, we hypothesize that one of the mechanisms by which 83 

host genetics act on the SE carriage level may be through an effect on the gut microbiota composition. 84 

This hypothesis was not contradicted by our latest study, in which we identified significant differences 85 

in microbiota composition between line N, resistant and line 61, susceptible, and between high and 86 

low carriers in line 61. We were able to identify some bacteria associated with Salmonella resistance, 87 

such as the Christensenellaceae family [28]. 88 

In the current study, we led an integrative analysis using information about ceacal gene expression and 89 

ceacal microbiota composition in two distinct genetic lines: the inbred chicken lines N and 61, 90 

respectively resistant and susceptible to SE infection. The objective of this study was to:  91 

 Identify differentially expressed genes between genetic lines in the caecal tonsils line after SE 92 

infection, in order to identify potential pathways involved in the genetic resistance to SE. 93 
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 Identify genes and pathways associated with SE resistance within line (high vs low carriers) 94 

 Link the results with those we obtained on the ceacal microbiota [28] in order to identify 95 

potential interactions between host and microbiota that could explain differences of 96 

resistance to SE infection 97 

RESULTS 98 

Two-hundred and fourty animals from the two experimental White Leghorn inbred lines N and 61 were 99 

raised together on floor until 7 days of age. Then, chicks were challenged with Salmonella enterica 100 

Enteritidis (SE) by oral infection and separated into four isolators. Two independent experiments were 101 

conducted with a total number of 240 chicks. No clinical signs of disease were observed on the animals. 102 

Caecal contents and caecal tonsils were collected at 12 days post infection. 103 

Difference in the Salmonella Enteritidis (SE) carriage 104 

The abundance of SE in caecal contents was measured by ddPCR and, as described previously, 105 

significant differences of Salmonella abundance were observed between lines for the two experiments 106 

[28]. The observed variability of carriage allowed us identifying extreme high and low carriers within 107 

each line and 48 extreme animals were selected for the caecal tonsil RNA extraction by balancing the 108 

factors “experiment”, “isolator” and “sex”. Different groups were identified as described in Figure 1 109 

according to the line, class and experiment factors. Means, standard deviations and p-values according 110 

to these groups are also describe in Figure 1. 111 

Differentially expressed genes (DEGs) in caecal tonsils between lines 112 

On average, more than 40M reads were sequenced for each of the 48 samples. After quality control, 113 

a total of 24,356 genes were identified and used for the following analyses. Using all the 48 samples, 114 

a PCA analysis showed a distinct clustering between lines and an ANOVA analysis on the PCA1 and 115 

PCA2 components showed that gene expression is significantly affected by line and sex (Figure 2 and 116 

Additional file 1). A differential analysis with DESeq2 between lines allowed the identification of 7517 117 

DEGs (p-adj<0.05, LFC>1.5) among which 1492 were up- and 1285 were down- regulated.  118 
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 119 

Figure 1: Summary of the results between lines and between high and low groups within lines 120 

according to the experiment. Mean and standard deviation (SD) of the Salmonella Enteritidis 121 

abundance at 12 dpi in caecal contents (log10/g of caceal contents) of chickens groups infected with 122 

SE according to the line and experiment. Difference in mean between groups high and low carriers 123 

according to the line and experiment. Results of the DEG and BP GO terms analysis. Results of the 16S 124 

analysis from the study [28]. 125 
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 126 

Figure 2: Principal Componant Analysis of the genes expression in caecal tonsils. The first principal 127 

component contains 27% of the variance and may be attributed to the line effect and the second 128 

principal component contains 16% of the variance and may be attributed to the sex effect. 129 

DEGs in caecal tonsils between high and low carriers 130 

Gene expression levels between high and low Salmonella carriers within each line and each experiment 131 

(L6L1/L6H1, L6L2/L6H2 and LNL1/LNH1, LNL2/LNH2) were compared. In experiment 1, a PCA analysis 132 

showed a distinct clustering between LNH1 and LNL1 groups and between L6H1 and L6L1 groups 133 

(Figure 3) but not in equivalent groups of experiment 2. In experiment 1, an ANOVA analysis on the 134 

PCA1 and PCA2 components showed that gene expression is significantly (P<0.05) affected by high/low 135 

groups and by sex but not in experiment 2 (Additional files 1). 136 

A differential analysis with DESeq2 between high and low carriers within line 6 in experiment 1 137 

(L6L1/L6H1) allowed the identification of 97 DEGs (p-value < 0.05 after correction), among which 42 138 

were up- and 55 were down-regulated. A similar analysis led between high and low carriers within line 139 

N in experiment 1 (LNL1/LNH1) allowed the identification of 1034 DEGs (p-value < 0.05 after 140 

correction) with 794 up- and 240 down-regulated genes. Only 1 DEG was shared between these two 141 

comparisons (Figure 4). In experiment 2, no significant DEG were found between high and low carriers 142 

whatever the line. The results are summarized in Figure 1. 143 
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 144 

Figure 3: Principal Componant Analysis. (A) Principal Componant Analysis (PCA) of the genes 145 

expression on caecal tonsils within line 6 in experiment 1. The first principal component contains 37% 146 

of the variance and the second principal component contains 22% of the variance. (B) PCA of the 147 

genes expression on caecal tonsils within line N in experiment 1. The first principal component 148 

contains 41% of the variance and the second principal component contains 21% of the variance. 149 

 150 

Figure 4: Venn diagram. Common differentially expressed genes identified by comparing different 151 

groups of animals from experiment 1. (A) Between L6L1/L6H1 and LNL1/LNH1 (high vs low carriers of 152 

lines 6 and N). (B) Between L6L1/L6H1 and LN/L6 (High vs low carriers of line 6, and lines 6 vs line N). 153 

(C) Between LNL1/LNH1 and LN/L6 (high vs low carriers of line N, and line N vs line 6). 154 

DEGs common to intra-line and between lines analyses 155 

When comparing differentially expressed genes identified between lines 6 and N, and within line 6 156 

between high and low carriers, 38 genes were shared. Among these shared genes, 9 genes appeared 157 

regulated in the same direction: 4 DEGs were upregulated in the resistant line N (low carriage) and in 158 

low carriers in line 6 and 5 DEGs were downregulated in line N and in low carriers in line 6 (Figure 4 159 

and Additional file 2). 160 
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When comparing differentially expressed genes identified between lines 6 and N and within line N 161 

between high and low carriers, 560 genes were shared. Among these shared genes, 58 genes appeared 162 

to be regulated in the same direction: 43 DEGs were upregulated in the resistant line N (low carriage) 163 

and in low carriers in line N, and 15 DEGs were downregulated in line N and in low carriers in line N 164 

(Figure 4 and Additional file 2). 165 

Functional annotation analysis 166 

Enrichment analyses with topGO were performed on DEGs between all animal from lines N and 61 and 167 

between high and low carriers within each line in experiment 1. The comparison between lines N and 168 

61 led to the identification of 62 Biological Processes (BP) Gene Ontology (GO) significantly enriched 169 

(p-value <0.05). The comparison between high and low carriers of lines 61 (L6L1/L6H1) led to the 170 

identification of 23 BP GO terms were. The comparison between high and low carriers of line N (LNH1/ 171 

LNL1) led to the identification of 288 BP GO terms (Additional file 3). The results are summarized in 172 

Figure 1. Three BP GO terms were shared between the L6L1/L6H1 and N/6 analyses (Table 1), fourteen 173 

between the LNL1/LNH1 and LN/L6 analyses (Table 2) and four between the L6L1/L6H1 and LNL1/LNH1 174 

analyses (Table 3). Interestingly, the 3 GO BP enriched and shared between L6L1/L6H1 and N/6 were 175 

related to the response to biotic stimulus and other organisms (GO:0009607, GO:0043207 and 176 

GO:0051707). 177 

GO.ID Term 
GO:0009607 response to biotic stimulus 
GO:0043207 response to external biotic stimulus 
GO:0051707 response to other organism 

Table 1: BP GO terms shared between LN/L6 and L6L1/L6H1 analyses 178 

GO.ID Term 
GO:0003413 chondrocyte differentiation involved in endochondral bone morphogenesis 
GO:0003416 endochondral bone growth 
GO:0003417 growth plate cartilage development 
GO:0003418 growth plate cartilage chondrocyte differentiation 
GO:0006644 phospholipid metabolic process 
GO:0030835 negative regulation of actin filament depolymerization 

GO:0030837 negative regulation of actin filament polymerization 
GO:0032272 negative regulation of protein polymerization 
GO:0043242 negative regulation of protein complex disassembly 
GO:0043244 regulation of protein complex disassembly 
GO:0051494 negative regulation of cytoskeleton organization 
GO:0051693 actin filament capping 
GO:0098868 bone growth 
GO:1901880 negative regulation of protein depolymerization 

Table 2: BP GO term shared between LN/L6 and LNL1/LNH1 analyses 179 
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GO.ID Term 
GO:0003008 system process 
GO:0007169 transmembrane receptor protein tyrosine kinase signaling pathway 
GO:0042592 homeostatic process 
GO:0065008 regulation of biological quality 

Table 3: BP GO term shared between L6L1/L6H1 and LNL1/LNH1 analyses 180 

DISCUSSION 181 

We explored the caecal tonsil transcriptome after Salmonella Enteritidis infection by comparing 182 

samples from two genetic lines displaying contrasted levels of Salmonella carriage after infection. 183 

Forty-eight samples were selected based on the Salmonella load in caecal contents 12 days after SE 184 

infection. Balancing factors “experiment” (1 or 2), “line” (N, resistant or 61, susceptible), “sex” (female 185 

or male) and “isolators” (1, 2, 3 or 4), chicks with the lowest Salmonella load were assigned to low 186 

groups and chicks with the highest Salmonella load were assigned to high groups. Gene expression was 187 

compared between lines N and 61 and between high and low carriers within each line. 188 

A large difference of gene expression between lines 189 

We showed a strong impact of the genetic background on gene expression in caecal tonsils with 7,514 190 

significant DEGs and 62 GO BP identified between both lines. This strong difference in gene expression 191 

between lines is likely the result of genetic differences between lines. Some of these genes could 192 

explain the differences in susceptibility to Salmonella between lines. Indeed, among them, several 193 

coding for the major histocompatibility complex I or II (MHCIBF2, MHCIYF5, MHCIIBLB1, MHCIIBLB2), 194 

for antimicrobial peptides as granzyme A and K or for avian beta-defensine 10, 13 and 14, were 195 

expressed to a greater extent in the resistant line N, probably explaining the greater resistance of this 196 

line. In the same way, the genes TLR1,2,4,7,15 [29–32], NOS2, Gal 13, PSAP and IGL already associated 197 

with SE resistance in genetic study in chicken [12], were more expressed in the resistant line N. 198 

Interestingly, we showed previously that the caecal microbiota composition of these animals was 199 

highly different between individuals from lines N and 61 [28]. Thus, we can formulate the hypothesis 200 

that some of these DEGs in caecal tonsils could indirectly impact Salmonella carriage through the 201 

modulation of the caecal microbiota composition. Conversely, the difference of microbiota 202 

composition could indirectly impact Salmonella carriage through the modulation of genes expression 203 

in caecal tonsils.  204 

  205 
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A difference of gene expression between high and low carriers within line  206 

Even in controlled environmental conditions with genetic inbred lines, a variability in the level of 207 

Salmonella carriage was identified within each line, as expected with the use of isolators preventing 208 

inter-individual recontamination [2]. This variability may derive from the residual genetic variability 209 

remaining within each line. Or it may be be caused by variations in the caecal microbiota composition, 210 

which is highly variable between lines and within line 61 [28, 33]. However, this variability was much 211 

higher in experiment 1, allowing the identification of more contrasted high and low groups than in 212 

experiment 2. This higher variability in experiment 1 is probably the reason why we could identify DEGs 213 

and BP GO term, whereas it was not possible in experiment 2. Thus, in experiment 1 high and low 214 

carriers apparently display contrasted host responses to Salmonella infection, while the response in 215 

experiment 2 seems to be similar between groups we identified as high and low carriers. Experimental 216 

conditions were highly controlled and similar between experiments but some unchecked factors such 217 

as for instance the environmental microbial exposure at hatch may differ and explain the observed 218 

differences in Salmonella levels.  219 

The two comparison analyses between high and low carriers within each line in experiment 1 220 

(L6L1/L6H1 and LNL1/LNH1) showed only one DEG and four BP GO terms in common, leading us to the 221 

conclusion that host pathways leading to a higher resistance differ between lines. Such a difference 222 

may be explained by their genetic differences. However, one of the four common BP GO terms may 223 

be directly related with the Salmonella infection process: the transmembrane receptor protein 224 

tyrosine kinase signalling pathway (GO:0007169) is enriched in low carriers in both lines. Several 225 

studies showed that the activation of protein tyrosine kinases and other specific transcription factors 226 

directly affects the innate immune response during SE infection [5, 34]. Therefore, the transcriptional 227 

up-regulation of this pathway may be one of the mechanisms by which the animals from both lines 228 

control the infection. 229 

Surprisingly, in spite of the lower difference between high and low carriers observed in line N 230 

compared to line 61, we identified much more DEGs and BP GO term in line N, compared to line 61 231 

(1034 DEGs and 288 BP GO terms in line N vs. 97 DEGs and 23 BP GO terms in line 61). Interestingly, 232 

the microbiota composition was significantly different between high and low carriers in line 61 but not 233 

between groups in line N [28]. One hypothesis could be that the largest variability in Salmonella 234 

carriage in line 61, could be explained by differences in gut microbiota composition. The resistance 235 

against Salmonella in line 61 may be driven by mechanisms involving the intestinal microbiota, whereas 236 

in line N resistance mechanisms could be triggered by other factors, such as intra-line genetic 237 

variations. Thus, DEGs identified between high and low carriers in line 61 could modulate the 238 
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microbiota composition, which could in turn act on the SE caecal load. Or conversely, these genes could 239 

be modulated by the microbiota. 240 

Identification of genes associated with the response to Salmonella infection 241 

To highlight genes that may be truly associated with resistance to SE infection, we decided to discuss 242 

common DEGs results between the intra-line analysis and the inter-line analysis. For example, genes 243 

more expressed in both the resistant line N and in low carriers in the susceptible line 61, are more 244 

probably associated with the resistance to SE infection. Interestingly, some of these genes have been 245 

already associated with the control of Salmonella infection in previous studies, which confirms the 246 

reliability of our analysis. 247 

Four genes were identified as more expressed both in the resistant line N and in low carriers of the 248 

susceptible line 61 and are therefore associated with Salmonella resistance. Three of these genes have 249 

functions actually already identified toward Salmonella: NOS2, DMXL1 and FUT2. First, NOS2 is a gene 250 

coding for the inducible nitric oxide synthase (iNOS) protein involved in macrophage inflammatory 251 

response [35]. Its function in the innate immunity against bacteria, viruses, fungi and parasites was 252 

well established, especially against Salmonella Typhimurium in mice models [36–41] and in in vitro 253 

model [42, 43]. In chicken, a transcriptome analysis of caeca showed an increase of NOS2 expression 254 

in SE infected group [6], while genetic studies showed an association between NOS2 gene alleles and 255 

spleen SE bacterial load [44, 45]. An in vitro test showed the implication of iNOS between pathogen 256 

and macrophage cells during SE infection [46]. Finally, CNP (chitosan-nanoparticle) vaccination seems 257 

to increase NOS2 expression and protect against SE infection in chicken [47]. Secondly, DMXL1 is a 258 

gene involved in the phagosome acidification in macrophages. It seems to have an impact on innate 259 

immunity and macrophage bacteria killing after an activation by the TPL-2 kinase [48]. Finally, FUT2 is 260 

a gene coding for the α-1,2-fucosyltransferase enzyme involved in the glycosylation profile of the 261 

gastrointestinal tract. In mice and human, it has been shown that a “non secretor” individual, 262 

heterozygous for a loss-of-function mutation is more susceptible to chronic intestinal diseases such as 263 

Crohn’s disease and to pathogen infection [49]. More specifically, it has been shown that “non 264 

secretor” mice (Fut-/-) show an increase of Salmonella Typhimurium in caecal tissue compared to wild-265 

type mice [50, 51]. Moreover, FUT2 polymorphism was associated with the human faecal microbiota 266 

composition and diversity [52], which could explain host-microbe interactions and susceptibility to 267 

infection [53]. Finally, it has been showed that FUT2 was associated with the abundance of 268 

Christensenellaceae [54], a bacterium we identified as associated with Salmonella Enteritidis resistance 269 

in the same animals [28]. This last gene, FUT2, may be an example of a gene indirectly associated with 270 



Article 2 

135 
 

SE resistance through the modulation of the microbiota composition, increasing the abundance of 271 

competitive bacteria against Salmonella. 272 

Five genes were identified as less expressed both in the resistant line N and in low carriers of the 273 

susceptible line 6 and may therefore be associated with Salmonella susceptibility. Among these genes, 274 

three belong to the cytochrome P450 family: CYP4B7, CYP2D6 and CYP2AC1. CYP enzymes play a key 275 

role in metabolic processes in the intestine as the metabolism of xenobiotic substances. Metabolism 276 

of CYP enzymes is closely connected with infection, inflammation and intestinal microbiota in human 277 

[55, 56]. 278 

Forty-two genes were identified as more expressed both in the resistant line N and in low carriers of 279 

the resistant line N and may therefore be associated with Salmonella resistance. Eight of these genes 280 

have functions of interest: MHCIBF2, CLDN7, SIRT5, ENTPD1, SYT7, SLC22A23, S100B and MUC4. The 281 

MHCIBF2 (Major histocompatibility complex class I antigen BF2) gene is the predominant ligand of 282 

cytotoxic T lymphocytes [57]. It has been show that particular MHC I haplotype may contribute to 283 

control the response to SE infection in chicken [58, 59]. The CLDN7 (claudin 7) gene is involved in the 284 

formation of tight junctions between epithelial cells. It seems that a downregulation of CLDN7 by 285 

pathogen could facilitate translocation of invasive bacteria across the epithelium [60]. The SIRT5 286 

(sirtuin 5) gene could have large impact on cellular homeostasis and is more expressed in colorectal 287 

cancer [61]. The ENTPD1 (ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1 or CD39) gene has in 288 

impact on Inflammatory bowel disease (IBD) and in regulation of pro-inflammatory responses and 289 

pathogen colonization [62–64] as the SLC22A23 (Solute Carriers family) gene which is associated with 290 

intestinal inflammation in human [65]. The SYT7 (synaptotagmin VII) gene is associated with the 291 

control of cytotoxic granule fusion in lymphocytes and in mice, lacking syt7 have reduced ability to 292 

clear an infection [66]. The following two genes could be indirectly associated with SE resistance 293 

through the modulation of the microbiota composition. The S100B (S100 calcium binding protein B) 294 

gene code for a signaling molecule which could be implicated in the communication mechanisms 295 

between microbiota and gut and could explain differences between healthy and pathological 296 

microbiota in human [67]. Finally, a decrease of MUC4 (mucin 4, cell surface associated) gene 297 

expression has been associated with ST infection in pigs [68] and genetic variants in this gene have 298 

been associated with the increase of gene expression relative to immune function and gut 299 

homoeostasis [69]. In mice, a study showed that mucins may limit bacterial access to the epithelial 300 

surface in a C. rodentium infection [70]. 301 

Fifteen genes were identified as less expressed both in the resistant line N and in low carriers of the 302 

resistant line N and may therefore be associated with Salmonella susceptibility. Four of these genes 303 
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have immune functions: LECT2, DEFB4A, LOC121107850 and EXP. The LECT2 (leukocyte cell derived 304 

chemotaxin 2) gene has an antibacterial function and is expressed in chicken heterophils and increase 305 

in abundance in macrophage after SE infection [53]. It is also more expressed in vaccinated chicken 306 

again SE. The DEFB4A (defensin beta 4A) gene has an important role in innate immunity in mucosal 307 

tissues by it antimicrobial activity against various microoganisms. It has been shown that beta-defensin 308 

plays a role in immunoprotection against Salmonella Enteritidis in in vitro embryonic chicken cell model 309 

[54] and in the development of innate immunity in gastrointestinal tract of newly hatched chicks [55]. 310 

The LOC121107850 (T-cell-interacting, activating receptor on myeloid cells protein 1-like) gene codes 311 

for an activating receptor on myeloid cells protein 1-like and the EPX (eosinophil peroxidase) gene 312 

codes for an enzyme in myeloid, which has a function in bacterial destruction [71]. 313 

Finally, some of the BP GO terms identified are associated with the response to SE infection. The three 314 

BP GO terms identified both between lines N and 61 and between high and low carriers in line 6 (LN/L6 315 

and L6L1/L6H1) are interesting relatively to immunity: response to biotic stimulus, response to 316 

external biotic stimulus and response to other organisms (Table 1). Seven of the fourteen BP GO 317 

identified simultaneously between lines N and 61 and between high and low carriers in line N (LN/L6 318 

and LNL1/LNH1) are related to regulation of the polymerisation or depolymerisation of proteins as 319 

actin (Table 2). It has been shown that a cytoskeletal actin rearrangement is induced by SE invasion in 320 

host cells [72]. Indeed, the actin cytoskeleton is targeted by Salmonella to promote its invasion, 321 

survival and growth in cells [73]. Genes implicated in these pathways may contribute to response to 322 

Salmonella infection and could be under genetic control. 323 

CONCLUSION 324 

To conclude, the two experimental genetic lines N and 61, displaying contrasted levels of Salmonella 325 

carriage after infection, showed a large difference of tonsil genes expression associated with the 326 

outcome to SE infection. The comparison of resistant chicks (from line N or from low carriers within 327 

both lines) and susceptible chicks (from line 61 or from high carriers within both lines) allowed us to 328 

identify several genes and pathways associated with Salmonella resistance. Different mechanisms 329 

seem to be involved in the response to SE between these two experimental lines. A lower number of 330 

DEG  is associated with a higher individual variability in line 61 compared to line N, where a much higher 331 

number of genes is associated with a lower variability. In light of our previous results obtained on the 332 

caecal microbiota composition of the same animals, the difference of microbiota composition between 333 

high and low, carriers in line 61 may be one of the explanations of this observation. Thus, we 334 
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hypothesize that some of the genes identified could act indirectly on Salmonella carriage through the 335 

modulation of the microbiota composition as FUT2 on Christensenellaceae. 336 

MATERIALS AND METHODS 337 

Experimental design 338 

All animal procedures were authorised by the Ethic committee: APAFIS#5833-2016062416362298v3. 339 

Animals from the two experimental White Leghorn inbred lines N and 61 were provided by the 340 

experimental unit PEAT (Pole d’Expérimentation Avicole de Tours, Nouzilly, France). As described 341 

previously [28], animals were raised together on floor until infection at the PFIE unit (Plateforme 342 

d’Infectiologie Expérimentale, INRA, Nouzilly, France) with free access to food and water. At 7 days of 343 

age, chicks were orally infected with Salmonella enterica Enteritidis (Strain 775 [LA5 Nal20Sm500], 344 

5.104 cfu/0.2 mL/chick) and immediately separated into isolators. These isolators allow a control of 345 

the air purity and limit faecal-oral recontaminations between birds by the use of grids on the floor and 346 

the decontamination of faecal drops [2]. Four isolators were used for each experiment: two isolators 347 

for chicks from line N and two others for chicks from line 61, with 30 birds per isolator. Caecal contents 348 

and caecal tonsils were collected at 12 days post infection after the animal sacrifice and were 349 

immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until use. Two experiments were conducted 350 

with a total number of 240 chicks. 351 

DNA extraction 352 

Individual caecal DNA was extracted from an average of 200 mg of frozen caecal contents as described 353 

previously [28]. In brief, samples were incubated at 70°C for 1h with 250 μl of guanidine thiocyanate 354 

buffer (4 M guanidine thiocyanate–0.1 M Tris (pH 7.5) and 40 μl of 10% N-lauroyl sarcosine–0.1 M 355 

phosphate buffer (pH 8.0)) and 500 μl of 5% N-lauroyl sarcosine. One volume (750 μl) of 0.1-mm-356 

diameter silica beads (Sigma) was added, and tubes were shaken for 10 min at the maximum speed of 357 

a Vibrobroyeur MM200 (Retsch, Germany). Tubes were vortexed and centrifuged at 14000 rpm for 5 358 

min at 4°C. After recovery of the supernatant, 30 μl of Proteinase K (Chemagic STAR DNA BTS kit, Perkin 359 

Elmer, USA) were added and samples were incubated for 10 min at 70°C at 250 rpm in Multi-Therm 360 

(Benchmark Scientific, USA), then for 5 min at 95°C for enzyme inactivation. Tubes were centrifuged 361 

at 14000 rpm for 5 min at 4°C and supernatant was transferred to a deepwell. The plate was 362 

transferred on the nucleic acid workstation Chemagic STAR (Hamilton, Perkin Elmer, USA) and the 363 

extraction protocol was performed with Chemagic STAR DNA BTS kit (Perkin Elmer, USA) by the 364 

@bridge platform (INRAE, Jouy-en-Josas, France) according to the manufacturer’s instructions. DNA 365 
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concentration was specifically controlled by fluorometric quantification (Qubit) and DNA samples were 366 

stored at -20°C. 367 

Salmonella count by Droplet Digital PCR and choice of high and low carriers 368 

As described previously [28], individual abundances of Salmonella Enteritidis in caecal contents at day 369 

19 were obtained by Droplet Digital PCR (ddPCR) using the QX200 Droplet Digital PCR system (Bio-Rad) 370 

at the @bridge platform (INRA, Jouy-en-Josas, France). Each DNA sample was diluted at 1:2 and 1:5 in 371 

a final volume of 5 µl to be under PCR saturated conditions. Droplets were generated from the 20µl of 372 

the total volume of amplification mix and genomic DNA (15000 to 20000 droplets per sample). The 373 

amplification targeted a region of the InvA gene specific to Salmonella Enteritidis using specific 374 

primers, as described by Daum et al. [26] (Additional file 1). PCR cycling condition started with an 375 

enzyme activation step at 95°C for 10 min, followed by 40 cycles at 94°C for 30 min and 60°C for 1 min, 376 

and ended by an enzyme deactivation step at 98°C for 10 min. For all cycling steps, we used a 2.5°C/sec 377 

ramp rate. For each sample, the number of copies of Salmonella per gram of caecal content was 378 

calculated from the average number of copies of Salmonella per µl of the two dilutions, assuming that 379 

each amplified copy of the InvA gene corresponds to one Salmonella bacterium. Data were analysed 380 

with a log transformation of the copies of Salmonella. Analyses of variance (Anova) were performed 381 

to test the significance of differences of the copies of Salmonella according to different factors (line, 382 

sex, experiment or isolator) using the anova function from base R (Type I sum of squares). We selected 383 

48 chicks, either high or low Salmonella carriers based on data from ddPCR, by balancing the factors 384 

experimentation, sex, isolators and line. 385 

RNA extraction and sequencing 386 

Caecal tonsils from the 48 high/low carrier chicks were first grinded using ULTRA-TURRAX T25 (IKA). 387 

RNAs were then extracted using the NucleoSpin RNA Kit (MACHEREY-NAGEL) according to the 388 

manufacturer’s protocol. The quantity of RNA was measured using a Nanodrop spectrophotometer 389 

(Thermo Scientific) and its quality was assessed using a 2100 Bioanalyzer Expert system using a total 390 

RNA nano Kit (Agilent). RNAs were sent to the genomic platform GeT-Plage (Toulouse, France) for the 391 

cDNA library preparation (TruSeq Stranded mRNA kit, Illumina) and the sequencing (NovaSeq 6000 392 

Sequencing System, Illumina). Raw data will soon be deposited online. 393 

Transcriptome analysis 394 

The quality controls of raw reads was analysed using the FastQC program. A trimming was performed 395 

using the Sickle program version 1.33. Reads were then mapped on the Gallus gallus reference genome 396 
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(Gallus_gallus.GRCg6a.98.gtf) with the STAR program version 2.5.3a [74]. Genes were counted with 397 

the htseq-count version 0.12.4 [75]. Finally, counts samples files were merged using R version 3.6.1. 398 

 399 

Statistical analyses 400 

The metadata table and the genes count table have been included as Additional files 4 and 5, 401 

respectively. PCA analysis and ANOVA test on PCA components were performed with stats package 402 

(3.6.1). The DESeq2 package (1.26.0) was used with R version 3.6.1 to perform differential gene 403 

expression analyses. In our model, the sex and the isolator effects were fixed. Genes with an adjusted 404 

p-value < 0.05 were considered as differentially expressed genes (DEGs). The ggplot2 (3.2.1) and 405 

pheatmap (1.0.12) packages were used for principal component analysis (PCA) and others visualisation 406 

methods. The enrichment analyses were performed with topGO package version 2.38.1 [76]. 407 

LIST OF ABBREVIATIONS 408 

SE: Salmonella Enteritidis 409 

QTL: Quantitative Trait Loci 410 

ISC: Individual Salmonella Carriage 411 

DEG: differentially expressed genes 412 

GO: Gene Ontology 413 

BP: Biological Processes 414 

FBO: Food-Borne Outbreaks 415 

SD: Standard Deviation 416 

PCA: Principal Componant Analysis 417 

ANOVA: ANalysis Of Variance 418 

ADDITIONAL FILES 419 

Additional file 1: ANOVA analysis results on PCA1 and PCA2 components (TXT) 420 

Additional file 2: DEGs between LN and L6 groups, L6H1 and L6L1 groups, LNL1 and LNH1 groups. 421 

Common differentially expressed genes between LN/L6 analysis and L6L1/L6H1 analysis and between 422 

LN/L6 analysis and LNL1/LNH1 analysis (XLSX) 423 

Additional file 3: Biological Processes (BP) Gene Ontology (GO) terms performed on DEGs between 424 

high and low carriers in line 61 - experiment 1 (XLSX) 425 
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Additional file 4: Metadata table (XLSX) 426 

Additional file 5: Genes count table (XLSX) 427 
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III. Analyses complémentaires : Impact de la génétique de l’hôte sur 

la composition du microbiote fécal avant et après infection par SE 

Résumé de l’étude 

Les rôles des variations génétiques et du microbiote intestinal sur le portage de salmonelles 

ont été démontrés indépendamment chez la poule, mais ils pourraient interagir. L’étude de 

l’effet du fond génétique sur la composition du microbiote d’animaux infectés permet de 

mieux comprendre cette interaction. Dans cette étude, nous avons comparé le microbiote 

fécal avant infection (J6) et 7 jours après infection (J14) par Salmonella Enteritidis (SE) de deux 

lignées expérimentales de White Leghorn : la lignée N (résistante) et la lignée 61 (sensible). 

Des difficultés d’extraction d’ADN et de quantification du nombre de Salmonella à J7 PI (post-

infection) nous conduisent à considérer les résultats avec prudence. 

Nous avons identifié des différences de diversité et de composition du microbiote fécal entre 

J6 et J14 en considérant l’ensemble des individus avec 12 genres bactériens différentiellement 

abondants (DA) avant/après infection. Nous avons également identifié des différences de 

composition du microbiote fécal entre les deux lignées génétiques avant infection par SE. 

Cette observation nous permet d’émettre l’hypothèse que des différences de composition du 

microbiote avant infection, contrôlées par la génétique de l’hôte, pourraient expliquer une 

part des différences de résistance à SE observées à J19 entre lignées. Enfin, nous n’avons pas 

observé de différences de composition du microbiote fécal avant infection (J6) entre animaux 

identifiés comme faibles et forts porteurs de SE dans les caecas après infection (J19), quelle 

que soit la lignée expérimentale. Une analyse sPLSDA (sparse Partial Least Squares 

Discriminant Analysis) ne semble pas montrer qu’il soit possible de prédire le portage caecal 

à J19 en se basant sur la composition fécale avant infection à J6. Néanmoins, des genres 

bactériens tel que les Pediococcus ou Enteroccocus ont été trouvés comme significativement 

différentiellement abondants entre les groupes faibles et forts porteurs à J6 et pourraient 

expliquer les différences de portages observées à J19. 
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1) Introduction et objectifs 

Salmonella est une des premières causes d’intoxication alimentaire chez l’Homme à travers la 

consommation de produits (viande ou œufs) contaminés. La sélection d’individus résistants à 

la colonisation et au portage de Salmonella ainsi que la modulation de la composition du 

microbiote intestinal sont deux solutions prometteuses pour diminuer le portage individuel 

de Salmonella chez la poule en complément des méthodes déjà employées. Dans notre étude, 

des échantillons de fèces ont été collectés à différentes dates afin de mesurer la quantité de 

salmonelles qu’ils contiennent par étalement sur gélose. Cependant, la contamination des 

animaux par des E. coli résistantes à l’antibiotique utilisé pour la sélection des salmonelles 

nous a empêché de les utiliser à cette fin. Compte tenu du rôle démontré du microbiote 

intestinal avant infection dans l’excrétion de salmonelles [251], il nous a semblé intéressant 

de tenter d’extraire l’ADN de ces échantillons pour évaluer la composition du microbiote fécal 

et mesurer la quantité de salmonelles par ddPCR. Le prélèvement de fèces étant non invasif, 

nous pouvons obtenir des données de composition au cours du temps sur le même individu 

et répondre à de nouvelles questions de recherche.  

L’extraction d’ADN fécal chez la poule est notoirement difficile du fait de la présence d’urée, 

mélangée au contenu intestinal ou caecal dans le cloaque. Par ailleurs, la composition des 

fientes peut être hétérogène selon leur provenance caecale ou intestinale, du fait d’une 

contraction indépendante des caecas par rapport au reste du système digestif [226]. Enfin, 

quelques études rapportent que la composition du microbiote fécal est qualitativement 

proche de celle des caecas mais quantitativement différente [301, 302]. Ici nous ne pouvons 

pas comparer les compositions des microbiotes fécal/caecal car nous ne disposons pas de 

prélèvements effectués à la même date sur les mêmes animaux. 

Les objectifs de cette étude sont : 

 D’étudier la composition du microbiote fécal avant infection par SE chez de jeunes 

poussins (6 jours d’âge) élevés au sol ensemble et 7 jours après infection (14 jours 

d’âge) ; 

 De mesurer la quantité de salmonelles dans les fèces après infection par ddPCR ; 

 D’étudier l’impact de la génétique de l’hôte (lignées N ou 61) sur la composition du 

microbiote fécal avant et après infection par SE ; 
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 D’identifier si une composition du microbiote avant infection peut être associée au 

caractère faible ou fort porteur de SE dans les caecas douze jours après infection (J19) 

afin d’identifier des bactéries prédictives de la résistance ou de la sensibilité à 

Salmonella et/ou impliquées dans la résistance à Salmonella. 

2) Matériel et méthodes 

Rappel du dispositif expérimental 

Deux expérimentations d’infection par SE pour un total de 240 poussins des lignées 

expérimentales N et 61 ont été menées à un mois d’intervalle (cf. Article 1 pour plus de détails). 

Des échantillons de fèces ont été prélevés 1 jour avant infection (J6) et 7 jours après infection 

(J14) et ont été immédiatement congelés à -80°C. Puis, 96 extractions d’ADN ont été réalisées 

pour 48 individus, soit 48 échantillons pour J6 et 48 échantillons pour J14 (Figure 1), choisis 

en fonction du caractère faible ou fort porteur de Salmonella dans les caecas à J19 et en 

équilibrant les covariables (lignée, sexe, isolateurs et expérimentation). Ces ADNs ont été 

utilisés pour quantifier le nombre de Salmonella à J14 par ddPCR et pour séquencer les 

amplicons du gène de l’ARN ribosomique 16S à J6 et J14 pour l’étude de la diversité et de la 

composition du microbiote fécal. Toutes les procédures expérimentales ont été autorisées par 

un comité d’éthique (APAFIS#5833-2016062416362298v3). 

 
Figure 1 : Dispositif expérimental 

 

Extraction des ADNs et amplifications 16S 

Nous avons utilisé un protocole d’extraction élaboré à l’INRAE de Nouzilly, basé sur l’utilisation 

du Kit d’extraction Qiagen QIAamp DNA Mini Kit. Une première étape visant à rompre 

chimiquement et mécaniquement les parois cellulaires bactériennes a été réalisée. Dans un 
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tube Starstedt stérile de 2 mL contenant 0,4 g de billes de verre, 25mg de fèces puis 1mL de 

solution de lyse (SDS 4%/EDTA 0,05M/Tris 0,05M/NaCl 0.5M) à 37°C ont été ajoutés. Les tubes 

ont été ensuite vortexés puis homogénéisés et broyés (Mixer Mill MM 301, Retsch GmbH) 

pendant 3 min à vitesse maximale (fréquence de 30/sec). Ils ont ensuite été chauffés au bain-

marie à 70°C pendant 15 min puis centrifugés 5 min à 16 000 x g à 4°C. Les surnageants ont 

été récupérés et 300 µL de solution de lyse ont été ajoutés aux culots pour être vortexés, 

homogénéisés, incubés à 70°C et centrifugés comme précédemment afin de récupérer le 

surnageant pour compléter les tubes contenant le premier surnageant. Dans une deuxième 

étape, les ADNs des surnageants ont été extraits sur colonnes de silice QIAamp (Kit Qiagen 

QIAamp DNA Mini) selon les instructions fournies par le fabricant afin d’éliminer les 

inhibiteurs de PCR présents dans les fèces. Les quantités et les qualités des ADNs ont été 

mesurées au Nanodrop et au Qubit (quantification fluorométrique). 

Quantification des Salmonella et séquençage 16S 

Pour le détail des méthodes utilisées pour la quantification des salmonelles et le séquençage 

16S, se référer à la partie « Methods » de l’article 1. En résumé, la quantification du nombre 

de Salmonella dans les 48 ADNs extraits des fèces à J7 PI a été réalisée par ddPCR en ciblant 

le gène InvA spécifique à Salmonella (Figure 2). Le séquençage 16S des 96 ADNs à J6 et J7PI a 

été réalisé sur la plateforme @bridge de l’INRAE de Jouy-en-Josas en utilisant la technologie 

Illumina MiSeq. 

 

 
Figure 2 : Rappel du principe de la quantification d’une séquence cible dans un échantillon 

d’ADN par ddPCR. Dans notre cas, la séquence cible est le gène InvA spécifique à Salmonella. 
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Analyses bio-informatiques et bio-statistiques 

Pour le détail des méthodes utilisées pour les analyses bio-informatiques et bio-statistiques, 

se référer à la partie « Methods » de l’article 1. En résumé, les analyses de bio-informatique 

des séquences 16S ont été réalisées avec le pipeline FROGS pour l’identification des OTUs et 

l’élaboration des tables d’abondance. Les analyses de bio-statistiques ont été réalisées sous R 

version 3.5-5 avec les packages phyloseq (1.24.2) et vegan (2.5-3) pour les analyses de 

diversité et pour la normalisation des données et le package metagenomeSeq (1.24.1) pour 

identifier les OTUs différentiellement abondantes. Enfin, une analyse sPLSDA (sparse Partial 

Least Squares Discriminant Analysis) a été réalisée avec le package MixOmic (6.10.6). 

3) Résultats et discussion 

Extractions des ADNs de fientes 

Pour les extractions d’ADN de fèces, très peu de matériel biologique était disponible, en 

moyenne environ 30 mg. Ces faibles quantités ne nous ont pas permis de renouveler les 

extractions sur les échantillons n’ayant pas fonctionné. Avant l’utilisation du protocole élaboré 

par des collègues de l’INRAE à Nouzilly, un autre protocole d’extraction plus classique 

(phénol/chloroforme) avait été utilisé. La quantité d’ADN extraite était correcte (environs 100 

ng/µL) mais les qualités des ADNs étaient trop faibles, ne permettant pas les amplifications 

des régions 16S des chromosomes bactériens pour le séquençage 16S. La présence 

d’inhibiteur de PCR comme l’urée ou les sels biliaires dans ces échantillons extraits par cette 

méthode pourrait expliquer ces résultats non concluants. Avec le protocole élaboré à Nouzilly, 

nous avons pu extraire en moyenne 5ng/µL d’ADN soit une faible quantité, mais de qualité 

suffisante pour permettre les amplifications des régions 16S des chromosomes bactériens. On 

peut toutefois se demander si des quantités aussi faibles d’ADN sont bien représentatives de 

l’ensemble de l’ADN, donc des bactéries, présent dans l’échantillon.  

Mesure de la quantité de Salmonella dans les fientes à J7 PI par ddPCR 

Nous avons analysé la quantité de Salmonella dans les fientes à J7 PI par ddPCR en ciblant le 

gène InvA spécifique de Salmonella Enteritidis. Comme présenté sur la Figure 3, la 

quantification par ddPCR a fonctionné seulement sur deux échantillons d’ADN. En effet, les 

deux échantillons des deux premières colonnes de la Figure 3, présentent des 

microgouttelettes positives (en bleu) montrant la présence du gène InvA spécifique à SE dans 
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ces échantillons (même profil que les deux témoins positifs). Les échantillons suivants ne 

présentent pas assez de microgouttelettes positives (comparés aux témoins négatifs) pour 

mesurer une quantité de Salmonella dans les échantillons. 

 
Figure 3 : Quantification du nombre de Salmonella dans les échantillons d’ADN extraits des 
fientes à J7 PI. Les quatre dernières colonnes sont des témoins positifs (T+ ; solution pure de 

Salmonella à 100 ng/µL) et négatifs (H2O et T- : fientes à J6 ; sans Salmonella). Les deux 
premières colonnes sont des échantillons pour lesquels une quantification a pu être réalisée 

(E1 et E2). Les colonnes suivantes sont des échantillons pour lesquels la quantification n’a pas 
fonctionné. La ligne rose représente l’amplitude seuil pour laquelle une microgouttelette est 
définie comme positive ou négative (fixé en fonction des témoins négatifs). Les points bleus 

représentent les microgouttelettes positives et les points gris, les microgouttelettes 
négatives. 

 

Plusieurs hypothèses peuvent être avancées pour expliquer ces résultats non concluants. La 

première serait que les faibles quantités d’ADN extraites sur les fientes ne permettent pas 

d’obtenir une bonne représentativité de l’ensemble des ADNs présents dans les fientes. Le 

gène cible invA spécifique à Salmonella n’aurait donc pas été suffisamment extrait pour être 

quantifié. La deuxième hypothèse serait que les ADNs cibles sont bien présents et de manière 

représentative dans les échantillons d’ADN mais que la ddPCR n’est pas assez sensible pour 

les quantifier. Il y aurait donc très peu de Salmonella dans les fientes à J7 PI. Néanmoins, une 

étude montre qu’il y a bien excrétion de salmonelles dans les fientes 7 jours après infection 

chez de jeunes individus de 14 jours, en quantité suffisante (106 CFU/g) pour être mesurée en 

frais sur gélose [15]. La technique de ddPCR, capable de détecter de très faibles quantités 

d’ADN cible (plus sensible que la PCR en temps réel) devrait donc pouvoir quantifier les 

salmonelles dans nos échantillons. L’étude citée ci-dessus a néanmoins été menée sur une 
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autre lignée expérimentale : la lignée PA12. La cinétique d’excrétion chez les lignées N et 61 

pourrait être différente. 

En conclusion, nous ne pourrons pas exploiter les résultats de ddPCR sur les fientes à J7 PI. De 

plus, ce résultat nous conduit à considérer les résultats 16S présentés dans les parties 

suivantes avec prudence. En effet, si les ADNs extraits ne sont pas représentatifs des ADNs 

présents dans les fientes (hypothèse 1) alors les résultats de séquençage 16S pourraient être 

biaisés. 

Analyse du microbiote fécal par séquençage des ARNs ribosomiques 16S 

Après séquençage, nous avons obtenu plus de 18 700 000 séquences avec une moyenne de 

98 000 séquences par échantillon. A partir de ces séquences, nous avons identifié 275 OTUs 

avec un pourcentage d’affiliation de 100% au niveau de la famille et de 73% au niveau du 

genre. Pour éviter des effets liés aux différences de profondeur de séquençage entre 

échantillons, chaque échantillon a été normalisé à 17 081 séquences pour la suite des 

analyses. 

Le nombre de 275 OTUs identifiées est bien plus faible que les nombres mentionnés par 

d’autres études sur les fientes : 1025 OTUs [291], 3088 OTUs [302] ou 975 OTUs [303]. 

Néanmoins, ces études étaient faites sur des fientes d’individus plus âgés, jusqu’a 114 jours 

d’âge. Des individus plus âgés ont un microbiote intestinal beaucoup plus diversifié [304], ce 

qui pourrait expliquer le nombre plus important d’OTUs identifiées. En outre les animaux ont 

été élevés en isolateurs dès 7 jours d’âge, si bien que leur microbiote n’a pas pu beaucoup 

s’enrichir. Néanmoins, les faibles quantités d’ADN extraites sur les fientes pourraient 

également expliquer ce faible nombre d’OTUs : les OTUs présentes en faible abondance dans 

les fientes n’ayant pas pu être séquencées ou n’ayant pas passé le contrôle qualité.  

La composition des 96 échantillons de fiente au niveau du phylum est similaire à celle 

identifiée lors de précédente études [291, 302, 303]. Les Firmicutes suivis par les 

Proteobacteria et les Actinobacteria dominent la composition du microbiote fécal à 6 et 12 

jours d’âge (Figure 4). Cette composition au niveau du phylum est presque similaire à celle 

que nous avons observée dans le microbiote caecal à J19, dans lequel les Actinobacteria sont 

remplacées par les Bacteroidetes (Article 1). Au niveau de la famille, la plupart, notamment 

les plus abondantes ont également été retrouvées dans de précédente études [291, 303]. 
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Figure 4 : Composition du microbiote fécal à J6 et J7 PI au niveau du phylum (A) et de la 
famille (B et C). Afin de mieux observer les familles présentes en faible abondance, nous 
avons séparé celles étant fortement abondantes (B) et celle faiblement abondantes (C). 

 

Comparaisons de la composition du microbiote fécal avant et après infection 

Nous avons tout d’abord comparé la diversité et la composition du microbiote fécal entre J6, 

soit avant infection, et J14, soit 7 jours après infection. 

Les analyses de diversité (alpha-, beta- et richesse) montrent des différences significatives 

(P<0,05) entre le microbiote fécal à J6 et le microbiote fécal à J7 PI (Figure 5). Les tests de 

significativité ont été réalisés en prenant en compte l’ensemble des covariables 

« expérimentation », « sexe », « lignée » et « isolateur ». Nous observons que l’alpha-

diversité et la richesse sont plus importantes à J7 PI qu’à J6, ce qui semble logique compte 
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tenu de l’effet de l’âge sur la composition du microbiote intestinal [305]. En effet, les individus 

étant plus âgés, le microbiote est plus diversifié. L’infection par Salmonella à J7 ne semble pas 

impacter cette diversification du microbiote. De plus, nous observons que la beta-diversité est 

plus faible à J7 PI qu’à J6 ; autrement dit, les variations individuelles du microbiote à J7 PI sont 

moins importantes qu’à J6. Avec l’âge, la composition du microbiote semble donc se stabiliser, 

comme cela a déjà pu être montré dans d’autres études [195, 200].  

 
Figure 5 : Alpha- (Shannon index), Beta- (Whittaker index) diversité et Richesse à J6 et à J7 PI. 
Des différences significatives sont observées (P < 0,05) en prenant en compte les covariables 

expérimentation, sexe, lignée et isolateur. 
 

Il est important de remarquer qu’il existe des différences significatives (P<0,01) de diversité 

entre les deux expérimentations menées à un mois d’intervalle, en janvier et février 2017 

(Figure 6) en prenant en compte les covariables « sexe », « lignée », « isolateur » et « date 

d’échantillonnage » (J6 ou J7 PI). L’expérimentation 2 présente une alpha-diversité et une 

richesse plus grande, et une beta-diversité plus faible que l’expérimentation 1. Ces différences 

entre expérimentations montrent que les effets environnementaux, malgré des conditions 

expérimentales fortement contrôlées (hygiène, température, nourriture, …), ne sont pas 

négligeables lors d’une étude de microbiotes, comme cela a pu être montré dans d’autres 

expérimentations [227, 306]. 

Finalement, aucun effet du sexe et de la lignée sur la diversité n’a été observé en prenant en 

compte l’ensemble des covariables. 
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Figure 6 : Alpha- (Shannon index), Beta- (Whittaker index) diversité et Richesse entre les deux 

expérimentations menées à un mois d’intervalle (ensemble des individus J6 et J7 PI). Des 
différences significatives sont observées (P < 0,01) en prenant en compte les covariables 

« sexe », « lignée », « isolateur » et « date d’échantillonnage » (J6 ou J7 PI). 
 

Nous avons poursuivi par une analyse NMDS (Non-metric multidimensional scaling) en 

utilisant l’indice de dissimilarité de Bray-Curtis. La représentation NMDS en Figure 7 montre 

deux clusters bien distincts : un pour les échantillons prélevés à J6 en vert et un pour les 

échantillons prélevés à J7 PI en orange. La composition du microbiote fécal est donc différente 

entre J6 et J7 PI. Une analyse Permanova prenant en compte les covariables 

« expérimentation », « lignées », « isolateur » et « sexe », confirme cet effet significatif 

(P<0,001). Comme pour la diversité, cette différence de composition du microbiote peut être 

associée à l’âge. Des individus plus âgés ne présentent pas les mêmes compositions de 

microbiote. A partir de ces données, il est néanmoins impossible de savoir si l’infection par SE 

à J7 a eu un effet sur cette composition du microbiote. Pour cela, il aurait fallu pouvoir analyser 

le microbiote fécal d’individus non infectés à J14 et le comparer à nos individus infectés. 
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Figure 7 : Représentation NMDS de la composition en OTUs du microbiote fécal en utilisant 

l’indice de dissimilarité de Bray-Curtis. Effet significatif (Permanova, P<0,001) de la date 
d’échantillonnage (J6 ou J7 PI). 

 

Comme pour les analyses de diversité, il est important de remarquer qu’il existe des 

différences significatives (Permanova, P<0,01) de composition du microbiote entre les deux 

expérimentations menées à un mois d’intervalle. La représentation NMDS des échantillons à 

J6 en Figure 8 (similaire pour J7 PI) ne montre pourtant pas deux clusters bien distincts entre 

les échantillons de la première expérimentation et ceux de la deuxième. Ces observations 

confirment, néanmoins, l’effet important de l’environnement dans une étude de composition 

du microbiote. 

 
Figure 8 : Représentation NMDS de la composition en OTUs du microbiote fécal à J6 en 
utilisant l’indice de dissimilarité de Bray-Curtis. Effet significatif (Permanova, P<0,01) de 

l’expérimentation. 



Analyses complémentaires 

157 
 

 

Nous avons ensuite utilisé le package metagenomeSeq pour identifier les taxas 

différentiellement abondants (DA) entre J6 et J7 PI, à différents niveaux taxonomiques (OTUs, 

familles et genres). Nous avons obtenu 79 OTUs sur les 275 identifiées, 3 familles sur les 14 

identifiées et enfin 12 genres sur les 42 identifiés (Figure 9), significativement DA en prenant 

en compte les covariables « sexe », « expérimentation » et « lignée ». Comme dans d’autre 

études, nous observons les Lactobacillaceae plus abondantes chez les plus jeunes individus 

[307, 308]. Leur tolérance pour l’oxygène leur permettant de se développer dans l’intestin 

dans les premiers jours de vie des individus. Les Clostridiales, notamment du genre 

Lachnospiraceae ou Ruminococcaceae et les Peptostreptococcaceae sont plus abondants à J7 

PI qu’à J6. Des études ont montré que ces types de bactéries apparaissaient dans la deuxième 

semaine après éclosion [226]. 

 
Figure 9 : Représentation des 12 genres différentiellement abondants sur les 41 identifiés 

entre J6 (vert) et J7 (orange) après correction avec les covariables « sexe », 
« expérimentation » et « lignée ». L’axe des abscisses représente la différence d’abondance 

entre J6 et J7 PI en log2 fold-changes. 
 

Différences entre lignées N et 61 avant infection (J6) et après infection (J7 PI) 

Nous avons ensuite comparé les différences de diversité et de composition du microbiote 

entre lignées N et 61 avant infection (J6) et après infection (J7PI) séparément. 

Nous n’avons pas observé de différence de diversité entre lignées N et 61 que ce soit à J6 ou à 

J7 PI en prenant en compte les covariables « sexe » et « expérimentation ». Ces résultats ne 
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sont pas différents de ce que nous avions trouvé pour le microbiote caecal à J19 (Article 1). 

L’âge des individus est le facteur ayant le plus d’impact sur la diversité du microbiote.   

Nous remarquons également que le sexe n’a pas d’effet sur la diversité du microbiote 

indépendamment à J6 et à J7 PI en prenant en compte les covariables « lignée » et 

« expérimentation ». De même, nous n’avons pas observé d’effet de l’expérimentation à J6 ; 

cependant nous en avons trouvé un à J7 PI (Figure 10). L’expérimentation 2 présente une 

alpha-diversité et une richesse plus grande et une beta-diversité plus faible que 

l’expérimentation 1. A partir des valeurs de quantité de Salmonella dans les caecas à J19, nous 

avons par ailleurs montré que l’infection était en moyenne plus élevée dans l’expérimentation 

2 que dans l’expérimentation 1. Nous avions également identifié une différence de beta-

diversité à J19 dans les caecas (plus faible dans l’expérimentation 2) mais aucune différence 

d’alpha-diversité entre expérimentation. Nous pourrions émettre l’hypothèse que les 

différences de diversité identifiées après infection entre expérimentations pourraient être 

expliquées par un impact du niveau d’infection par SE. Cependant, des études comparant des 

individus infectés et non infectés par SE ne montrent pas de différence de diversité entre les 

groupes [245, 248]. 

 
Figure 10 : Alpha- (Shannon index), Beta- (Whittaker index) diversité et richesse entre les 

deux expérimentations menées à un mois d’intervalle sur les microbiotes à J7PI. Des 
différences significatives sont observées (P < 0,01) en prenant en compte les covariables sexe 

et lignée. 
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Nous avons poursuivi par une analyse NMDS (Non-metric multidimensional scaling) en 

utilisant l’indice de dissimilarité de Bray-Curtis. L’effet de la lignée sur le microbiote intestinal 

a été étudié à J6 puis à J7 PI (Figure 11, A et B). Une différence significative après correction 

par les covariables « expérimentation », « sexe » et « isolateur », a été identifiée entre la 

composition de la lignée N et de la lignée 61 à J6 (Permanova, p<0,01) mais aucune différence 

significative n’a été identifiée à J7 PI. Néanmoins à J7 PI, en séparant les deux 

expérimentations (Figure 11, C et D), une différence significative a été identifiée pour 

l’expérimentation 1 après correction par les covariables « sexe » et « isolateur » (Permanova, 

P<0,05). Il est possible que le faible nombre d’individus dans l’analyse à J7 PI ne permette pas 

d’identifier une différence significative. En effet, la représentation NMDS semble montrer un 

regroupement des individus issus de la même lignées (Figure 11B). 

Bien que les animaux aient été élevés ensemble au sol dans strictement les mêmes conditions 

environnementales de l’éclosion jusqu’à la séparation dans les isolateurs à J7, des différences 

de microbiote entre lignées ont été observées dès J6 et confirmées dans les deux 

expérimentations. Une hypothèse probable est que cette différence de composition est 

expliquée par la génétique de l’hôte. 

De plus, les compositions différentes entre lignées observées à J6 ont été conservées à J7 PI 

dans l’expérimentation 1 après séparation des individus en isolateur et après infection par 

Salmonella (Figure 11C). Ces différences semblent également être expliquées par la génétique 

de l’hôte puisque comme expliqué précédemment, l’infection par SE semble avoir peu 

d’impact sur le microbiote [245–248]. 

Dans l’expérimentation 2, la différence de composition à J7 PI entre lignées n’est pas 

significative (Figure 11D). Nous avions également observé des différences entre lignées plus 

faibles dans les caecas dans l’expérimentation 2 à J19. Cela pourrait être également expliqué 

par le fait que l’infection était en moyenne plus élevée dans l’expérimentation 2, diminuant 

les contrastes observables entre lignées. Mais comme expliqué précédemment l’infection par 

SE semble avoir peu d’impact sur le microbiote [245–248]. Une autre explication serait le 

faible nombre d’individus dans l’analyse (12 par groupe) ne permettant pas d’identifier des 

différences significatives. 
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Figure 11 : Représentation NMDS de la composition en OTUs du microbiote fécal en utilisant 

l’indice de dissimilarité de Bray-Curtis des individus à J6 (A), des individus à J7 PI (B) et des 
individus à J7 PI pour l’expérimentation 1 (C) et l’expérimentation 2 (D). Effet significatif de la 

lignée à J6 (permanova, P<0,01) et à J7 PI-EXP1 (permanova, P<0,05). 
 

Nous avons ensuite utilisé le package MetagenomeSeq pour identifier les taxas 

différentiellement abondants (DA) entre la lignée N et la lignée 61 respectivement à J6, à J7 

PI-Exp1 et à J7 PI-exp2, à différents niveaux taxonomiques (OTUs, familles et genres). Sur les 

275 OTUs identifiées, nous avons obtenu respectivement 60, 80 et 12 OTUs DA entre les 

lignées N et 61. 

Les OTUs ont ensuite été regroupées par familles puis par genres. A J6, 2 familles sur les 14 

identifiées et 8 genres sur les 42 identifiés sont significativement DA entre lignées en prenant 

en compte les covariables « sexe » et « expérimentation » (Figure 12A). A J7 PI-Exp1, nous 

avons identifié 6 familles et 11 genres DA entre lignées en prenant en compte les covariables 

« sexe » et « expérimentation » (Figure 12B). A J7 PI-Exp2, nous avons identifié 2 familles et 3 

genres DA entre lignées (Figure 12C). Certains des genres identifiés en Figure 12 ont été 

également identifiés comme DA à J19 dans le contenu caecal. Néanmoins, certains sont 

inversement plus abondants entre lignées, par exemple les Enteroccocus à J6 ou les 
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Lachnospiraceae UCG-010 à J7 PI-Exp1. De manière intéressante, même si les différences de 

composition globale du microbiote entre lignées à J7 PI – exp2 ne sont pas significatives, nous 

observons une différence d’abondance des Christensenellaceae (famille et genre) à J7 PI-exp2. 

Or nous avons identifié cette famille bactérienne comme signature de la résistance à SE à J19 

dans le microbiote caecal dans notre précédente étude (Article 1). Ainsi, une différence 

d’abondance d’un seul taxa très important fonctionnellement, pourrait avoir un impact sur la 

résistance à SE, sans changer l’allure générale de la composition du microbiote. Néanmoins, 

la question de la pertinence des différences d’abondance obtenues se pose, compte tenu des 

faibles quantités d’ADN extraites, possiblement non représentatives de l’échantillon de fèces. 

De plus, nous recherchons des bactéries capables de limiter la propagation de SE, donc des 

bactéries en compétition avec SE au niveau des sites de réplication du pathogène, soit dans 

les caecas. La composition dans les fèces n’étant qu’une approximation de la composition du 

microbiote au niveau des caecas [226, 301, 302], les résultats doivent donc être interpréter 

avec prudence. 

Ainsi, dans ce design expérimental, des différences de microbiote fécal avant infection ont été 

identifiées entre les lignées N et 61. Nous avons également montré des différences en 

moyenne significatives de portage de Salmonella entre les deux lignées à J19 dans les caeca: 

la lignée N étant plus résistante et la lignée 61 étant plus sensible. Nous pourrions donc 

émettre l’hypothèse qu‘une différence de microbiote avant infection, certainement contrôlée 

par la génétique de l’hôte, pourrait expliquer une part des différences de résistance à SE entre 

lignées observées à J19. 
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Figure 12 : Genres différentiellement abondants entre la lignée N et la 61 à J6 (A), à J7 PI – 
Exp1 (B) et à J7 PI –Exp2 (C). Les noms de genres respectivement surlignés en rouge et en 

bleu sont des genres identifiés comme plus abondants respectivement dans la lignée 6 et la 
lignée N dans le contenu caecal à J19. L’axe des abscisses représente la différence 

d’abondance entre lignées en log2 fold-changes. 
 

Peut-on prédire le niveau de portage caecal (J19) intra-lignée à partir des compositions 

fécales à J6 avant infection ?  

Nous avons ensuite comparé les différences de diversité et de composition de microbiote 

entre échantillons provenant d’animaux identifiés comme étant faibles et forts porteurs à J19 

dans la lignée 61 puis dans la lignée N, avant infection (J6). Les groupes faible et fort porteur 

ont été constitués en se basant sur la quantification des Salmonella dans le contenu caecal à 

J19 (Figure 13). 
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Figure 13 : Groupes faible (gris clair) et fort (gris foncé) porteurs de Salmonella en fonction de 

la lignée, basés sur les comptages de Salmonella dans le contenu caecal à J19. Le tableau 
donne les moyennes et les écart-types pour chaque groupe d’individus. 

 

Le choix des individus pour la lignée 61 permet d’identifier deux groupes bien distincts (3 log 

de différences) entre forts et faibles porteurs de SE. Les analyses du microbiote à J6 ne 

montrent pas de différence significative de diversité et de composition globale du microbiote 

(permanova, Pvalue = 0,38) entre les deux groupes (Figure 14, A). Néanmoins, 35 OTUs DA sur 

les 275 ont pu être identifiées entre faibles et forts porteurs. Il est possible que certaines de 

ces OTUs DA à J6 expliquent les différences de portages observés à J19. Nous avons regroupé 

ces OTUs au niveau de la famille et du genre bactérien. Une seule famille est plus abondante 

chez les forts porteurs de Salmonella : Clostridiales vadinBB60 group et un seul genre est plus 

abondant chez les faibles porteurs de Salmonella : Pediococcus. 
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Figure 14 : Représentation NMDS de la composition en OTUs du microbiote fécal en utilisant 
l’indice de dissimilarité de Bray-Curtis des individus de la lignée 61 à J6 (A) et à J7 (B). Pas de 

différence de la composition du microbiote caecal entre faibles et forts porteurs de 
Salmonella. 

 

Le choix des individus pour la lignée N après équilibrage avec les covariables 

« expérimentation », « sexe » et « isolateur » ne permet pas d’identifier deux groupes bien 

distincts entre faibles et forts porteurs. Comme pour la lignée 61, les analyses du microbiote 

fécal à J6 entre ces deux groupes ne montrent pas de différence significative de diversité et 

de composition du microbiote (permanova, Pvalue = 0,55) (Figure 14, B). Et pourtant, 30 OTUs 

DA sur les 275 ont pu être identifiées entre faibles et forts porteurs. Certaines de ces OTUs DA 

à J6 pourraient expliquer les différences de portages observées à J19. Nous avons regroupé 

ces OTUs au niveau de la famille et du genre bactérien. Une seule famille est plus abondante 

chez les faibles porteurs de Salmonella : les Enterococcaceae. Trois genres bactériens sont plus 

abondants chez les faibles porteurs de Salmonella : Pediococcus, Enterococcus, 

Negativibacillus et un genre est plus abondant chez les forts porteurs de salmonella : 

Escherichia-Shigella. Le genre Enterococcus a également été identifié comme plus abondant 
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dans les faibles porteurs de SE à 7 jours d’âge dans une autre lignée expérimentale : la lignée 

PA12 [251]. De manière intéressante, le transfert du microbiote de ces faibles porteurs de SE 

et donc de cette bactérie vers de nouveaux individus, transfère également le caractère faible 

porteurs à ces individus [251]. Les genres bactériens identifiés comme plus abondants chez 

les individus résistants à SE tel que Pediococcus et Enteroccocus pourraient donc avoir un effet 

bénéfique contre SE. Il a déjà été montré qu’une supplémentation symbiotique contenant 

entre autres les bactéries Pediococcus acidilactici et Enterococcus faecium [283, 309] ou bien 

Pediococcus pentosaceus seul [274] pouvait diminuer le portage de SE ou de ST chez la poule. 

Il a également été montré, même si les mécanismes impliqués ne sont pas encore bien définis, 

que les bactéries lactiques, dont font partie Pediococcus et Enterococcus, sont capables de 

diminuer le portage de SE [310]. 

Nous avons ensuite testé s’il était possible de prédire le phénotype faible ou fort porteurs de 

Salmonella à J19 à partir des données de microbiote fécal à J6 avant infection. Nous avons 

réalisé pour cela deux analyses sPLSDA, une pour la lignée 61 et une pour la lignée N (Figure 

15). Ces études montrent une faible puissance de discrimination entre les groupes faibles et 

forts porteurs de SE. Plus de 50 OTUs dans les deux analyses sont nécessaires pour discriminer 

les groupes. Cette faible puissance pourrait être expliquée soit par une variabilité de 

composition intra-groupe plus forte que la variabilité inter-groupe, soit par les faibles effectifs 

dans les analyses, soit par les deux. Les difficultés d’extraction d’ADN et la représentativité 

des données obtenues pourraient aussi expliquer ces résultats non concluants. Ainsi, malgré 

des OTUs DA entre groupe faibles et fort porteurs, il ne semble pas possible de prédire le 

phénotype à J19 à partir de données de microbiote fécal avant infection à J6. 
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Figure 15 : Analyse sPLSDA entre les faibles et les forts porteurs de SE à J19 basée sur la 

composition du microbiote fécal à J6 dans la lignée 61 (A) et dans la lignée N (B). 
 

4) Conclusion 

Les difficultés d’extraction d’ADN sur les fèces rencontrées dans cette étude nous conduisent 

à considérer les résultats avec prudence. Nous avons néanmoins montré une différence 

significative de diversité et de composition du microbiote entre J6 et J7 PI, pouvant être 

expliquée par une évolution du microbiote liée à l’âge des individus. Nous avons également 

montré que la génétique de l’hôte avait un impact sur la composition du microbiote avant 

infection et nous avons émis l’hypothèse que ces différences de composition, contrôlées par 

la génétique de l’hôte, pourraient expliquer une part des différences de résistance à S. 

Enteritidis observées à J19 entre lignées. De plus, quelle que soit la lignée expérimentale, 

aucune différence globale de composition du microbiote intra-lignée entre faibles et forts 

porteurs de SE à J19 n’a été observée. Une analyse sPLSDA semble montrer qu’il est difficile 
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de prédire le portage de Salmonella à J19 à partir des données de microbiote fécal à J6. Des 

bactéries significativement DA entre les groupes ont pourtant été identifiées (Pediococcus et 

Enteroccocus) et pourraient avoir un impact sur la résistance à SE. 

Un point important à soulever est que nous avons ajouté un biais dans l’analyse en choisissant 

des individus sur la base de leur portage caecal à J19. Les résultats auraient peut-être été 

différents si nous avions choisi les individus représentatifs de la diversité phénotypique 

observée. Néanmoins, nous n’aurions peut-être pas pu observer les différences d’abondance 

en OTUs entre les faibles et les forts porteurs de SE. 

Globalement, dans cette étude, nous avons montré que le portage de SE pouvait être expliqué 

en partie par une interaction entre la génétique de l’hôte et la composition du microbiote 

dans les deux lignées étudiées. 
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IV. Article 3 : Identification de nouveaux loci impliqués dans la 

résistance à une infection par SE dans les souris du CC et du DO 

Cette étude a été menée à l’Institut Pasteur sur le modèle « souris ». Au total, 208 souris issues 

de 35 lignées du Collaborative Cross (CC) et 192 souris du Diversity Outbred (DO) ont été 

infectées par SE. Le génotype des lignées du CC est connu (disponible en ligne) et les souris du 

DO utilisées ont été génotypées sur la puce MUGA. Les charges bactériennes dans le foie et la 

rate ont été mesurées 22 jours après l’infection par SE. Les objectifs de cette étude sont :  

 D’évaluer la variabilité de portage dans deux organes cibles, le foie et la rate, après 

infection par SE dans les lignées du CC et d’identifier des lignées extrêmes résistantes ou 

sensibles à SE ;  

 D’évaluer la variabilité de portage au sein de la population des souris du DO ; 

 D’associer le génotype au phénotype afin d’identifier des QTLs et des gènes candidats 

associés au portage des salmonelles. 

Les résultats ont montré une large diversité phénotypique entre les lignées du CC et entre les 

souris DO. Des individus sont capables d’éliminer complétement la bactérie dans le foie ou la 

rate alors que d’autres présentent plus de 6 log dans la rate et plus de 5 log dans le foie. Avec 

les CC, un QTL significatif (E<0,1) a été identifié sur le chromosome 1 associé à la charge 

bactérienne dans le foie. Chez les souris DO, trois QTLs significatifs (E<0,05) ont été identifiés 

sur le chromosome 2 pour la rate et sur le chromosome 4 et 17 pour le foie. L’utilisation des 

DO a permis d’obtenir une très bonne résolution d’identification des QTL en réduisant les 

intervalles de confiance de détection à moins de 5 Mb. Enfin, en utilisant les effets alléliques 

des lignées fondatrices et les données de séquence des fondateurs, les intervalles de 

confiance de deux QTLs sur le chromosome 2 et 4 ont pu être réduits à un seul gènes : 

Gm13211 et Lingo2, respectivement. En sélectionnant les variants non-synonymes (missense, 

nonsense ou stop) ou les variants d'épissage, nous avons identifié des gènes sous le QTL du 

chromosome 17 dont certains semblent potentiellement intéressants : par exemple, Btnl4, 

Tap2, Bag6 et Lst1. 
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Cette étude a été rédigée sous forme d’un article scientifique qui sera soumis prochainement 

dans un journal scientifique pour publication.
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ABSTRACT 15 

Salmonellosis is a zoonosis due to the consumption of contaminated farm products such as egg and 16 

meat. It is the third leading cause of human death among diarrheal diseases worldwide. Host 17 

susceptibility varies between individuals depending on different factors including host genetics. The 18 

persistence of the bacteria in the human body can lead to chronic and asymptomatic carriage, a 19 

possible environment reservoir for the bacteria’ spread. Studies of the host genetics using new mice 20 

models could help dissect mechanisms involved in Salmonella susceptibility in human. 21 

In this study, we have investigated the host response to S. Enteritidis infection in two new murine 22 

genetic reference population: the Collaborative Cross (CC) and the Diversity Outcross (DO) mice. We 23 

intravenously challenged 208 CC from 35 CC strains and 192 female DO mice with 103 colony forming 24 

units (CFUs). Bacterial loads were assed in spleen and liver at 22 days post-infection. We identified 25 

large phenotypic diversity both between CC strains and in DO mice. In CC strains, one significant (E<0.1) 26 

QTL was identified on chromosome 1 associated with liver bacterial load. In DO mice three significant 27 

(E<0.05) QTLs were identified, on chromosome 2 associated with spleen bacterial load, and on 28 

chromosomes 4 and 17 with liver bacterial load. Using a 1.5 LOD drop credible interval method, we 29 
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reduced the QTLs’ interval to small regions (under 5 Mb) in DO. Finally, using founder allelic effects 30 

and founder sequence data, we were able to reduce for two QTLs to a single candidate gene level. 31 

The use of CC and DO allowed the identification of new host susceptibility loci associated with 32 

Salmonella Enteritidis infection. DO population allowed a higher mapping resolution and the 33 

identification of single candidate genes. On the other hand, we identified CC strains with extreme 34 

phenotypes that could serve as new models for future studies. 35 

KEYWORDS 36 

Salmonella Enteritidis, Host genetics, Collaborative Cross, Diversity Outbred, QTL mapping 37 

BACKGROUND 38 

Salmonella is a gram-negative bacterium responsible of human food-borne intoxication through the 39 

consumption of contaminated farms products. According to the serovar, it can cause typhoid or 40 

paratyphoid enteric fever (S. Typhi and S. Paratyphi) or gastrointestinal salmonellosis (non-typhoidal 41 

Salmonella or NTS, such as S. Typhimurium and S. Enteritidis). In 2010, nearly 21 million cases of 42 

typhoid and paratyphoid fevers and over 190,000 deaths per year were reported worldwide [1]. The 43 

annual mortality has increased by 39% between 1990 and 2010 [2]. After several weeks of illness, the 44 

patient can completely eliminate the bacteria. However, in 5% of cases, he may become an 45 

asymptomatic healthy carrier, a phenomenon known as chronic carriage [3]. This environmental 46 

reservoir could explain the continuous resurgence of infections in the human population. In contrast, 47 

NTS infections have a large host spectrum. Livestock farms are the main environmental reservoirs of 48 

NTS causing salmonellosis in humans. Worldwide, the annual number of cases of food poisoning by 49 

NTS has been estimated in 2010 at more than 150 million with nearly 60,000 deaths  [2]. Different 50 

factors could impact Salmonella infections susceptibility including the bacterial serovar, the 51 

environment or the host genetics [4]. The identification of host genetic loci associated with the 52 

differences in host response to Salmonella infection could help to better understand underlying 53 

biological mechanisms and develop new effective therapies. 54 

Classical mouse inbred strains have been successfully used to study the host response to Salmonella 55 

infection. Infection with S. Typhimurium (ST) has been widely used as an experimental model of human 56 

typhoid fever [5]. Different approaches identified quantitative trait loci (QTL) and genes associated 57 

with differences in the host response to infection, including Slc11a1, Tlr4 or genes from the major 58 

histocompatibility complex (H2 complex) [4–6].  59 
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More recently, a new model of infection was develop by Caron and collaborators to study chronic 60 

carriage using the less virulent serotype, S. Enteritidis (SE) [7]. They infected intravenously C57BL/6J 61 

(B6) and 129S6/SvEvTac (129S6) strains with 103 colony forming units (CFUs). B6 mice were able to 62 

completely clear the bacterium 42 days after infection while, 129S6 mice developed a long-term 63 

carriage status with bacterial replication in spleen or liver even 42 days after infection. Using an F2 64 

cross between B6 and 129S6 and further congenic mice, they identified and validated 10 distinct QTL 65 

regions named Ses1 to Ses10 (for Salmonella Enteritidis Susceptibility) [7–9]. In these chronic carriage 66 

model, they showed the role of Slc11a1 gene in the persistence of the infection in mice [7, 10]. 67 

Classical inbred strains used in all these studies are derived from a small pool of progenitors, and have 68 

a low genetic diversity when compared to human population. Thus, loci could be missed. Furthermore 69 

F2 crosses between 2 different strains identify QTL regions with wide critical intervals, making it 70 

challenging to identify candidate genes [11]. New genetic reference populations (GRP) such as the 71 

Collaborative Cross (CC) strains and the Diversity Outbred (DO) mice were more recently developed to 72 

better reflects the diversity existing in the Mus musculus species [12]. These two GRP populations were 73 

derived from the same eight distinct founder strains including five classical laboratory strains but also 74 

three wild-derived strains. The CC population accounts for almost 90% of the known genetic variation 75 

present in laboratory mice originating from M. musculus species [13]. It contains approximately equal 76 

genetic contribution from each founder with high degrees of genetic recombination. More than 90% 77 

of loci are homozygous with known genotypes. In contrast, DO is a heterozygous outbreeding 78 

population derived from 160 pre-CC [12]. We previously published the identification of new QTLs and 79 

genes involved in host responses differences to ST infection using CC population [14, 15]. 80 

In the current study, we used both CC and DO mice to identify new QTLs involved in host response 81 

variation to SE infection (carriage model). We challenged with SE 208 male and female CC mice from 82 

35 CC strains and 192 female DO mice and assed the bacterial loads in spleen and liver at day 22 post-83 

infection. We identified CC strains with extreme phenotypes that constitute new potential models. We 84 

also identified new QTLs associated with bacterial loads and were able for two of them to narrow down 85 

to only a few candidate genes. 86 

MATERIAL AND METHODS 87 

Animals and ethics approval 88 

All animal breeding and experiments conformed to European Directive 2010/63/EU and the French 89 

regulation of February 1st, 2013 on the protection of animals used for scientific purposes. Institut 90 
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Pasteur’s Animal Ethics Committee-CETEA (registered by French Research Ministry under n°89) 91 

approved experiments under numbers dap160089. Collaborative Cross mice were purchased from the 92 

Systems Genetics Core Facility at the University of North Carolina (UNC) [16], previously generated and 93 

bred at Tel Aviv University in Israel [17], Geniad in Australia [18], and Oak Ridge National Laboratory in 94 

the US [19], and further bred and maintained at the Institut Pasteur under specific-pathogen-free (SPF) 95 

conditions. C57BL/6J (B6) and 129S2/SvPasCrl (129) SPF mice were obtained from Charles River France 96 

and used as resistant (low bacterial burden in target organs) and susceptible (high bacterial burden) 97 

controls respectively. Diversity outbred (DO) female mice were purchased at generation G25 from The 98 

Jackson Laboratory (JAX stock number 009376), and used for the experiment. A total of 208 mice 99 

(males and females, 7-17 weeks) from 35 CC strains were used in eight experiments. A total of 192 100 

female DO mice (7-9 weeks-old) were used in four experiments. 101 

 102 

Salmonella Enteritidis infection 103 

Mice were confined in a biosafety level 3 (BSL-3) animal facility a few days prior to infection. Salmonella 104 

Enteritidis strain LA5 [20] was used for infection. One mL of bacteria frozen culture was grown in 50 105 

mL of Trypticase soy broth (Biorad) at 37°C to reach the exponential phase, with an optical density at 106 

600 nm of 0.1-0.2. The exact bacterial density was determined by plating 10-5 dilutions onto tryptic soy 107 

agar. Bacterial suspension was diluted to 5,000 CFU/ ml in PBS. Mice were infected by injection in the 108 

caudal vein with 1,000 CFU of Salmonella Enteritidis in 200 μl. The infectious dose was verified 109 

following infection by serial dilutions of the inoculum plated on trypticase soy agar. Infected animals 110 

were monitored daily post infection, and body-condition scoring (score <2) was used for clinical 111 

endpoint. 112 

 113 

In vivo bacterial burden 114 

Mice were killed by cervical dislocation at day 22 post infection. Spleen and a chunk of right liver lobe 115 

were removed aseptically, weighed, and placed in 2 mL of isotonic saline. Samples were further 116 

homogenized using a tissue homogenizer (T25 Ultra-Turrax, IKA). The resulting homogenate was 117 

diluted in 1× PBS and serial dilutions were plated on tryptic soy agar to determine bacterial load per 118 

gram of organ.  119 

 120 



Article 3 

174 
 

Genotyping 121 

CC strains have been previously genotyped at Wellcome Trust Centre for Human Genetics (Oxford, UK) 122 

and at UNC (Chapel Hill, USA) with several high-density arrays, including Mouse Universal Genotyping 123 

Array (MUGA and MEGA-MUGA) containing respectively 7.5 and 77.8K SNPs [21] and Mouse Diversity 124 

Array (MDA) containing 620K SNPs [22].  125 

For each DO mouse, DNA was extracted from 0.2-0.5cm tail samples. Genotyping was performed by 126 

Neogen/Geneseek (Lincoln, NE, USA) using MUGA array. 127 

Statistical analysis 128 

Statistical analysis was performed using R software (version 3.6.1). Bacterial load was reported as log10 129 

(CFUs) per gram of organ. Type I ANOVA was used to assess sex, age and experiment effects. Pearson’s 130 

r coefficient was used to determine correlation between bacterial loads in spleen and liver. For each 131 

experiment with CC strains, B6 mean load and standard deviation were calculated and used for data 132 

normalization across experiments. 133 

QTL mapping 134 

For both  CC and DO populations, QTL mapping was performed using R/qtl2 package [23] version 0.24. 135 

For CC population, genome scan was performed on normalized data using the scan1 function with a 136 

linear mixed model and using a kinship matrix. Significance is reported as Logarithm of the Odds ratio 137 

(LOD) score. Genome-wide significance (E<0.63, E<0.1 and E<0.05) was estimated by running 1000 138 

permutation tests in which phenotype and genotype data are shuffled without replacement. QTL 139 

regions were defined using a 1.5 LOD drop interval method.  140 

For DO population, genotype probabilities at each marker locus for each DO animal were calculated 141 

from MUGA array data with a Hidden Markov Model (HMM). Then, a genome scan was performed 142 

using the scan1 function with an additive model and a kinship matrix. LOD scores, genome-wide 143 

significant thresholds (E<0.63, E<0.1 and E<0.05) based on 1000 permutations and 1.5 LOD drop 144 

interval were calculated as for CC strains.  145 

Founder effect estimation, merge analysis and candidate genes selection 146 

To identify potentially causal SNPs in each QTL interval we used the merge analysis strategy ([24]. Most 147 

SNPs have only two alleles, thus we merged the eight CC founders into (typically) two groups according 148 

to their allelic variation based on sequence data in the founder strains. Instead of testing for 149 

phenotypic differences between all eight founders to test for a QTL in a given interval, we tested for 150 
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differences between the groups of merged founders: the reduction in the dimension of the test helped 151 

to increase merge logP-values comparing to interval logP-values, if a QTL is caused by these variants. 152 

Merge analysis provides an efficient tool to prioritize SNPs within QTL intervals.  153 

To obtain information on genes’ annotation, expression, GO function or known mutation phenotype, 154 

several public databases were used, including Mouse Genome Informatics [25] and ENSEMBL [26]. 155 

RESULTS 156 

Variability of response to SE infection in CC strains 157 

A total of 208 mice from 35 CC strains were infected with SE (Additional file 3). Bacterial loads in spleen 158 

and liver were assessed at 22 days post-infection (Figure 1). In spleen, B6 resistant strain had a median 159 

bacterial load of 3.76 log10(CFUs/g) while 129 susceptible strain showed a median of 4.89. In liver, B6 160 

resistant strain had a median bacterial load of 3.19 while 129 susceptible strain showed a median of 161 

3.48. The 35 CC strains challenged demonstrated a high degree of variability with median bacterial 162 

loads ranging from 2.52 to 5.96 in spleen and from zero to 5.05 in liver. ANOVA test showed a 163 

significant impact of the strain on the phenotype (p-value < 0.001 for spleen and liver). 164 

CC024/GeniUnc, CC017/Unc and CC016/GeniUnc were the most resistant strains in both spleen and 165 

liver (0.8-fold lower spleen and 2-fold lower liver CFUs levels than B6 control mice). Some mice in these 166 

CC strains were able to eliminate all bacteria in the liver. CC018/Unc and CC009/Unc were the most 167 

susceptible strains in both spleen and liver (0.7-fold higher spleen and 1.3-fold higher liver CFUs levels 168 

than 129 control mice). CC006 /TauUnc and CC075 /Unc are two particular strains, which have a 169 

significant lower SE bacterial load in spleen compared to B6 and a higher, but not significant, SE 170 

bacterial load in liver compared to 129. Correlation between spleen and liver phenotypes was low 171 

(Pearson R² = 0.64). 172 

 173 

Covariants in CC experiment 174 

Type I ANOVA test was performed to assess sex (females and males), age (7-17 weeks) and experiment 175 

(eight distinct experiments) effects on host resistance to S. Enteritidis at 22 days post-infection. Sex 176 

effect was not significant for spleen and liver (p-value of 0.88 and 0.08, respectively). Age and 177 

experiment were significant for both spleen and liver (p value < 0.001). Data were normalized between 178 

experiments using B6 mean load and standard deviation. Age and sex were further used as covariant 179 

factors in the genome scan analysis. 180 
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 181 

 182 

Figure 1. Bacterial loads in CC, B6, and 129 control strains at day 22 post-infection with Salmonella 183 
Enteritidis. Groups of 7-15 weeks old mice  for 35 CC strains (white boxes), B6 and 129 (greyed boxes), 184 

were inoculated with 103 CFUs of Salmonella Enteritidis strain LA5 and euthanized 22 days after 185 
infection for organ bacterial load assessment. Results are presented as the log10(CFUs/gram of 186 

tissue) in the spleen (A) and the liver (B). The phenotype of each strain is shown as boxes and whisker 187 
plots. The bottom, medium, and top bands of boxes correspond to the first, second, and third 188 

quartiles. The minimum and maximum bacterial load values for each strain are represented by the 189 
ends of whiskers. CC009/Unc and CC018/Unc showed a high level of bacteria in both organs 190 
compared to 129 susceptible control mice (5-10 folds higher levels), while CC016/GeniUncJ, 191 

CC017/Unc, and CC024/GeniUnc had lower levels (>10 fold difference) than B6 resistant control mice. 192 
Mean bacterial loads between extreme CC strains and control resistant or susceptible strains were 193 
compared by a one-way ANOVA test. Asterisks indicate respective P-value of P<0.1(*), P<0.01 (**), 194 

P<0.001 (***). 195 

 196 

Identification of QTLs associated with SE load in CC strains 197 

To identify the genomic loci that control the host response variation to SE among CC strains, we 198 

performed QTL mapping on bacterial loads in spleen and liver at day 22 post-infection. Figure 2 and 199 

Table 1 summarize QTL mapping results with significant levels, peak position, and interval. For liver 200 

bacterial load we identified one significant QTL region on chromosome 17 (Ses11) with the most 201 

significant association (genome-wide level E<0.1). The peak is located at 45.93 Mbp (GRC Build 37) 202 

with a LOD score of 5.17 and a confidence interval ranging from 26.44 to 52.17 Mbp. Over one 203 
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thousand genes are located in this interval. Several suggestive QTLs were also identified at the 204 

genome-wide level of E<0.63. One associated with spleen bacterial load on chromosome 12 (Ses13) 205 

and two associated with liver bacterial load on chromosomes 1 (Ses12) and 12 (Ses14). 206 

 207 

Figure 2. QTLs associated with bacterial loads in spleen and liver after S. Enteritidis infection in CC 208 

strains. Genome-wide associations for bacterial loads in spleen (A) and liver (B) in 35 CC strains. The 209 

mouse genome location is on the X-axis and significance (LOD score) on the Y-axis, with genome-wild 210 

thresholds of association at E<0.63, E<0.1, and E<0.05 levels indicated respectively by horizontal 211 

orange (dots), red (dash) and brown (full) lines. For spleen bacterial load, only one QTL (Ses11) on 212 

chromosome 17 reached the significant (E<0.1) level and one QTL (Ses13) on chromosome 12 reached 213 

the suggestive level (E<0.63). For liver bacterial load, only suggestive (E<0.5) QTLs were identified on 214 

chromosomes 1 (Ses12) and 12 (Ses14). 215 

 216 

Variability of response to SE infection in DO 217 

A total of 196 mice were infected with SE and bacterial loads in spleen and liver were assessed at 22 218 

days post-infection. In spleen, we observed a large phenotypic variation of bacterial loads ranging from 219 

zero to 5.55 log10(CFUs/g). Seven DO animals (3.6% of total DO mice tested) demonstrated a strong 220 

capacity of clearing infection with no detectable bacteria in their spleen. In liver, we observed a large 221 

phenotypic variation with bacterial loads ranging from zero to 4.69. Eighty-two DO animals (43% of the 222 
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total DO mice tested) had successfully cleared the infection (no detectable bacteria in their liver). 223 

Correlation between spleen and liver phenotypes was very low (Pearson R² = 0.24). 224 

QTL Population 
Target 
organ 

Chr 
Peak 

(Mbp) 
LOD 

Sig. 
Level 

Interval 
(Mbp) 

Nb of genes 
or 

pseudogenes 

High 
allelic 
effect 

pattern 

Genes 
with 

significant 
SNPs 

Genes 
containing  non 
synonymous or 

splicing SNPs 

Ses13 CC spleen 12 22.29 4.82 0.62 16.15-32.31 435 - - - 

Ses11 CC spleen 17 45.93 5.17 0.1 26.44-52.17 1102 - - - 

Ses15 DO spleen 2 8.15 10.69 0.01 7.73-9.36 14 C57BL/6J 
1 

(Gm13211) 
0 

Ses17a DO spleen 17 34.23 8.60 0.1 30.77-35.53 330 - 35 Btnl4 

Ses12 CC liver 1 153.79 5.60 0.62 
137.78-
155.24 

297 - - - 

Ses14 CC liver 12 104.62 4.90 0.62 51.60-110.18 1505 - - - 

Ses16 DO liver 4 36.38 7.66 0.01 34.72-38.66 42 
NZO_HlLtJ 

and 
PWK_PhJ 

1 (Lingo2) 0 

Ses17b DO liver 17 34.23 10.03 0.05 30.77-35.53 330 - 59 

Col11a2, Tap2, 
Bag6, 

Atp6v1g2, 
Mir6975, 

Gm18733, 
Ly6g6f and Lst1 

Table1. Summary of QTLs associated with bacterial loads in spleen and liver post-S. Enteritidis 225 

infection in CC strains and DO mice. QTL nomenclature, Population, Target organ, chromosome (Chr), 226 

Peak position (in Mbp, GRC build 38), LOD score, genome-wide significance level (Sig. level), QTL 227 

confidence interval (in Mb), are given. Numbers of coding genes or pseudogenes, High allelic effect 228 

founder origin, Genes carrying significant SNPs post SNP merge analysis and Genes with non-229 

synonymous or splicing SNP variants are also presented. 230 

 231 

Covariants in DO experiment 232 

Type I ANOVA test was performed to assess age (7-9 weeks) and batch (four experiments) effects on 233 

host resistance to SE. No significant differences were found neither for age (p value of 0.09 and 0.4 for 234 

spleen and liver, respectively) nor for batch factors (p value of 0.23 and 0.47 for spleen and liver, 235 

respectively). Thus, QTL mapping was performed without covariant. 236 

Identification of QTLs associated with SE load in DO mice 237 

Likewise to CC strains, we performed QTL mapping on bacterial loads in spleen and liver at day 22 post-238 

infection in DO mice. Figure 3 and Table 1 summarize QTL mapping results with significant levels, peak 239 

position, and interval. Three significant QTLs associated with spleen or liver bacterial loads were 240 

identified (Ses15 to Ses17). The first QTL on chromosome 2 (Ses15) is associated with spleen bacterial 241 

load (E<0.01). The peak is located at 8.15 Mbp (GRC Build 37) with a LOD score of 10.69 and a 242 

confidence interval between 7.73 and 9.36 Mbp (1.5 LOD drop interval). The second QTL, on 243 
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chromosome 4 (Ses16) is associated with liver bacterial load (E<0.01). The peak is localized at 36.38 244 

Mbp (LOD=7.66; interval = 34.72-38.66 Mbp). The third QTL (Ses17) was identified on chromosome 17 245 

with a peak at 34.23 Mbp (confidence interval = 30.77 - 35.53 Mbp) and was associated both with 246 

spleen (E<0.1) and liver (E<0.05) bacterial loads, with LOD scores of 8.60 and 10.03 respectively. 247 

 248 

Figure 3. Genome-wide linkage analysis for spleen (A) and liver (B) bacterial loads in DO mice at 249 

day 22 post-infection with Salmonella Enteritidis. Genome-wide associations for bacterial loads in 250 

spleen (A) and liver (B) in DO mice. The mouse genome location is on the X-axis and significance (LOD 251 

score) on the Y-axis. Genome-wide significance thresholds of association, calculated after 1000 252 

permutations, are represented by horizontal lines for P<0.05 (full brown line), P<0.1(red dashed line) 253 

and P<0.63 (orange dotted line). Mapping revealed one significant QTL (Ses15) on chromosome 2 254 

(P<0.05) and one suggestive QTL (Ses17a) on chromosome 17 (P<0.1) associated with bacterial load 255 

in spleen (A), and two significant QTLs (P<0.05) on chromosome 4 (Ses16) and 17 (Ses17b) associated 256 

with liver bacterial load (B). 257 
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 258 

Figure 4. Founder contribution. Genome scan and founder contribution for significant QTLs in spleen, 259 

Ses15 (A) and Ses17a (B) and in liver Ses16 (C) and Ses17 (D). Each of the 8 founders is in a different 260 

color. The mouse genome location is on the X-axis (bottom) and Y-axis shows the estimated 261 

phenotypic effects contributed by each founder haplotype (top). Ses15 QTL is driven mainly by the B6 262 

allele (lower values). Ses17a is driven mainly by allele contrast between CAST/WSB versus B6/NZO 263 

alleles. Ses16 QTL is driven mainly by allele contrast between PWK/NZO versus A/CAST. Ses17b is 264 

driven mainly by allele contrast between CAST/WSB versus NOD alleles. 265 
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Founder effects analysis and candidate genes 266 

We plotted founder contribution coefficients to identify the phenotypic effect contributed by each DO 267 

founder strain at the locus of interest (Figures 4). Merge analysis was performed to narrow down the 268 

number of SNPs and of candidates genes. 269 

Within Ses15 (chromosome 2), decreasing effect is contributed by C57Bl/6J haplotype and increasing 270 

effect by allelic variation inherited from the other seven founder strains (Figure 4A). In the interval 271 

region (7.73-9.36 Mbp), 14 genes were identified. The merge analysis highlighted three SNPs with 272 

maximum LOD value and with the correct allelic effect pattern (genotype at these SNPs divided into 273 

two distinct groups: C57BL/6J versus others). One SNP is in the intronic region of the lincRNA gene 274 

Gm13211 and the two other SNPs are in intergenic region (Figure 5A). 275 

Within Ses16 (chromosome 4), founder coefficient plot showed that NZO/HlLtJ and PWK/PhJ alleles 276 

were associated with lower liver bacterial loads (Figure 4C). The interval region (34.72-38.66 Mbp) 277 

contains 42 genes. The merge analysis highlighted 183 SNPs with maximum LOD value and with the 278 

correct allelic effect pattern. All these SNPs are localized in the intronic region of one single gene, 279 

Lingo2 (Figure 5B). 280 

 281 

Figure 5: SNP association plots. QTL region (Ses15) in spleen on chromosome 2 (A) and QTL region 282 

(Ses16) in liver on chromosome 4 (B). The most significant SNPs are plotted in pink. The bottom panel 283 

shows all genes present in the interval. 284 
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Ses17a (Chromosome 17) is driven mainly by allelic contrast between CAST/EiJ -WSB/EiJ versus 285 

C57BL/6J - NZO/HiLtJ alleles (Figure 4B). The merge analysis highlighted 185 SNPs. The interval region 286 

contains 330 genes and 35 of them were further retained as significant SNPs. One SNPs among the 185 287 

is a missense SNP and overlap the annotated Btnl4 gene. 288 

Ses17b (Chromosome 17) is driven mainly by allelic contrast between CAST/EiJ - WSB/EiJ versus 289 

NOD/HiLtJ alleles (Figure 4C). The association analysis highlighted 534 SNPs. The interval region 290 

contains 330 genes and 59 of them were significant SNPs. Among these genes, eight contained SNPs 291 

associated with missense, nonsense, stop or splice site effect. 292 

DISCUSSION 293 

In this study, we used both CC and DO mice to explore the host genetic diversity, and identify new 294 

regions involved in host control of SE infection. 295 

Compared to classical laboratory inbred strains, the 35 CC strains tested exhibited broader bacterial 296 

load variation in both spleen and liver at day 22 post-infection. Interestingly, some CC strains showed 297 

a higher SE bacterial load than 129 susceptible strain both in spleen and liver (CC009/Unc and 298 

CC018/Unc) while others showed a lower SE bacterial load than B6 resistant strain (CC024/GeniUnc, 299 

CC017/Unc, CC016/GeniUnc). We also identified two strains (CC006/TauUnc and CC075/Unc) which 300 

have a significant lower SE bacterial load in spleen compared to B6 and a higher, but not significant, 301 

SE bacterial load in liver compared to 129. These results illustrate, as previously shown for Salmonella 302 

Typhimurium [14, 15], that the host genetic variation across CC strains allows the discovery of new 303 

extreme phenotypes not previously observed in classical laboratory strains. These CC strains with 304 

extreme phenotypes constitute potential new models to study the pathophysiology of SE infection. 305 

We identified only one significant (E<0.1) QTL on chromosome 17 (Ses11), and three suggestive 306 

(E<0.63) QTLs on chromosomes 1 (Ses12) and 12 (Ses13 and Ses14). None of these QTLs were in 307 

common between the two explored organs and we observed a low correlation between spleen and 308 

liver traits. This could be due to a too small number of CC strains tested, or the effect size of each QTL 309 

may be too weak. Another hypothesis could be that different genes and mechanisms control bacterial 310 

loads in spleen and liver. 311 

Ses11 is the only significant QTL identified with CC strains, and associated with spleen bacterial load. 312 

However, the interval region is large (25Mb), and contains more than 1000 genes. Interestingly, the 313 

interval contains the Histocompatibility (H2) complex, which is known to be associated with ST 314 

infection in congenic mice [27] and with SE infection in another species model, such as congenic 315 
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chicken lines [28–30]. Other QTLs (Ses12, 13 and 14) are only suggestive , with large interval regions 316 

which did not allowed the identification of potential candidates genes. 317 

It has been previously shown that Slc11a1 gene has a major impact on Salmonella susceptibility in 318 

laboratory strains. Localized on chromosome 1 (77.3Mb), Slc11a1 was first associated with ST 319 

resistance using F1 and F2 backcrosses between resistant C57BL/6J and susceptible BALB/c [4, 6] 320 

strains. A single mutation carried by C57BL/6J, but not by 129S1/SvImJ, is responsible for the loss of 321 

function of the protein [31]. Unlike during ST infection, it seems that during SE infection (chronic 322 

carriage model), the mutated allele carried by B6 would allow a more rapid elimination of the bacteria 323 

[7]. Interestingly, CC009/Unc and CC018/Unc, identified as extreme susceptible strains, both inherited 324 

the 129S1/SvImJ susceptible haplotype, that could explain part of their phenotype. However we did 325 

not identify any QTL around the Slc11a1 gene. These results illustrate that a major gene identified 326 

using laboratory mice may not have the same impact in a population with a higher genetic diversity. 327 

 328 

The same experimental conditions were used on DO mice, and SE bacterial loads assessed in spleen 329 

and liver at day 22 post-infection. Large phenotypic variations were observed reflecting the high 330 

genetic variation present in the DO population. Some mice were able to eliminate all bacteria in spleen 331 

and in liver (3.9% and 43% of animals with no detectable bacteria respectively). Correlation between 332 

spleen and liver traits was very low, and lower than what was observed in CC strains. This could be 333 

explained  by the high genetic diversity present in DO population with each mice carrying an unique 334 

genetic combination with most loci at heterozygous status and allowing more epistatic interactions. 335 

In DO mice, significant QTLs were identified with higher mapping resolution than in CC. Intervals for 336 

QTLs were reduced to small regions, under 5 Mb. A QTL on chromosome 17 (Ses17) was identified both 337 

for spleen and liver traits and regions overlapped around the H2 complex. Interestingly, Ses17 is 338 

included in the confidence interval of Ses11 identified for spleen bacterial load in CC strains. QTLs on 339 

chromosomes 2 (Ses15) and 4 (Ses16) had critical intervals of 1.6Mb and 3.9Mb and contained only 14 340 

and 42 genes, respectively. To refine the intervals and identify potential candidates genes, we used 341 

founder allelic contribution and performed merge analysis to identify the most significant SNPs. For 342 

Ses15 and Ses16, we could narrow down to single candidate genes Gm13211 and Lingo2, respectively. 343 

Gm13211 is a predicted lincRNA gene with unknown function. Lingo2 (Leucine rich repeat and Ig 344 

domain containing 2) is coding for LINGO2 protein which was shown to interact with APP (Amyloid 345 

beta A4 Precursor Protein), which itself interacts with Caspase family proteins. Caspase family proteins 346 

are responsible for positive regulation of T cell migration. This function could suggest a role of Lingo2 347 
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in host response to SE infection. However, none of the SNPs identified for these two genes are 348 

predicted to have any impact. 349 

Under Ses17 on chromosome 17, using founder allelic contribution and merge analysis more than 300 350 

genes still remain. By selecting non-synonymous (missense, nonsense or stop) or splicing variants, we 351 

were able to identify one candidate gene under Ses17a (Btnl4) and eight genes under Ses17b (Col11a2, 352 

Tap2, Bag6, Atp6v1g2, Mir6975, Gm18733, Ly6g6f and Lst1). Btnl4 (Butyrophilin-like 4) gene codes for 353 

a signalling receptor which is involved in immune system processes, in T cell receptor signaling pathway 354 

and in the regulation of cytokine production. Btnl gene family could have an impact on gammadelta T 355 

cell compartments in epithelial tissue that contribute to it’s integrity [32, 33]. 356 

Among the eight genes under Ses17b, three are associated with immune system functions. Firstly, Tap2 357 

which acts within several processes including antigen processing and presentation of endogenous 358 

peptide antigen via the MHC. It was previously shown in vitro that TAP proteins are required during S. 359 

Typhimurium antigen recognition [34]. Secondly, Bag6 acts within several processes including antigen 360 

processing and presentation of peptide antigen via MHC class I, immune response-activating cell 361 

surface receptor signaling pathway or natural killer cell activation. Finally, Lst1 is involved in dendritic 362 

development and in the regulation of inflammation [35]. All these genes constitute serious candidate 363 

genes associated with host immune response to SE infection. 364 

By using CC and DO reference populations, which include three wild-derived founders and captured 365 

most of the existing diversity in M. musculus species, we expected to identify new host genetic variants 366 

associated with SE infection. In previous studies using SE infection and B6 and 129S6 laboratory mice, 367 

various QTLs (Ses1-Ses10) were identified [7] [8]. None of them are localized in the same regions as  in 368 

our study. Appart from the difference in the genetic population used, this could be due to the fact that 369 

we used slightly different experimental conditions (different SE strain and different time-point post-370 

infection [7]). Similarly, our previous results with ST infection on CC strains identified new and different 371 

QTLs than the previously identified ones with classical laboratory strains [14]. Moreover, we found that 372 

for two of our significant QTLs (Ses16 and Ses17) it’s a contrast with at least one of the three wild-373 

derived  founder allele that contributed to the QTL, enhancing the value of wild-derived founders in 374 

the CC. 375 

CONCLUSION 376 

Using CC and DO mice, we identified new QTLs (Ses 11 to Ses 17) associated with the host response to 377 

SE infection. The high mapping resolution obtained with the DO population allowed to reduce critical 378 

intervals and identify single gene candidates under Ses 15 (Gm13211) and Ses 16 (Lingo2). Under 379 
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Ses17, four candidate genes (Btnl4, Tap2, Bag6 and Lst1) contain non-synonymous SNPs and are 380 

associated with immune system functions. In future analysis, it could be interesting to validate these 381 

candidate genes using genetically altered mice (eg. KO) to further investigate their impact in host 382 

response to SE infection. 383 

ABBREVIATIONS 384 

CC: Collaborative Cross 385 

DO: Diversity Outbred 386 

CFU: colony forming unit 387 

QTL: Quantitative trait loci 388 

ANOVA: analysis of variance 389 

LOD: logarithm of the odds 390 
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Additional file 1: Table S1. Individual organ bacterial loads at day 22 post-infection with Salmonella 392 

Enteritidis. 393 
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I. Discussion générale 

Diminuer le portage de Salmonella Enteritidis dans les élevages avicoles, c’est diminuer la 

transmission de la bactérie à l’Homme en limitant les intoxications alimentaires dues à la 

consommation d’aliments contaminés. L’objectif de cette thèse a été d’identifier des facteurs 

génétiques et microbiens contrôlant la réponse à une infection par SE. Pour cela, nous avons 

utilisé deux modèles expérimentaux, chez deux espèces animales : la poule et la souris. Nous 

avons pu exploiter les avantages de ces deux modèles de manière complémentaire afin 

d’identifier de nouveaux mécanismes impliqués dans la réponse à une infection par 

Salmonella. 

1) Deux modèles expérimentaux complémentaires 

Les élevages de production avicole étant un des principaux réservoirs des salmonelles, de 

nombreuses études de transmission et de portage de la bactérie mais aussi des études sur des 

candidats vaccins, ont permis de mieux comprendre les mécanismes immunitaires de l’hôte 

impliqués lors d’une infection par Salmonella [311]. Plus récemment, les avancées en matière 

de séquençage ont conduit à une multitude d’études sur le microbiote, notamment chez la 

poule, permettant de mieux comprendre le rôle de celui-ci dans la réponse à l’infection par 

Salmonella [250, 250, 251], connu depuis longtemps chez cette espèce (Nurmi and Rantala 

1973; Mead and Barrow 1990). Par ailleurs, les études génétiques menées sur le portage des 

salmonelles ont conduit à la démonstration du rôle de la génétique de l’hôte dans le portage 

et à l’identification de nombreux QTL d’effets faibles à modérés [312]. Enfin, des études ont 

montré l’existence d’un impact de la lignée génétique sur le microbiote [313–315]. Au cours 

de cette thèse, nous avons mené une étude visant à mieux comprendre les effets combinés 

de la génétique et du microbiote de l’hôte sur le portage de SE. 

Le modèle « souris » a quant à lui a été largement utilisé dans les études génétiques de la 

réponse à une infection par Salmonella [97, 100, 104, 105]. La souris est un très bon modèle 

expérimental de par ses facilités d’élevage et de manipulation à façon du génome. Elle est un 

modèle d’étude pour l’homme mais aussi pour d’autres espèces animales. Ainsi des gènes et 

des mécanismes identifiés d’abord chez la souris ont été validés chez la poule (Tlr4 et Slc11a1) 
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même s’ils ne semblent pas être autant impliqués chez cette dernière [97, 160–163]. Le 

développement des nouvelles populations génétiquement très diversifiées telles que le CC et 

le DO a permis d’optimiser les études génétiques chez la souris [107]. L’utilisation de ces 

populations nous a permis dans cette thèse d’identifier plusieurs gènes candidats associés à 

la résistance à SE. Certains de ces gènes ont déjà été associés à une modulation du microbiote 

intestinal. Ils pourraient donc jouer sur la résistance à SE via leur effet sur le microbiote. De 

telles populations ne sont malheureusement pas disponibles dans le modèle « poulet », qui 

ne possède pas tous les avantages de la souris comme modèle d’étude.  

2) Discussion des résultats obtenus dans le modèle « poulet » 

Dans le modèle « poulet » nous avons étudié l’impact de la lignée expérimentale (N ou 61) sur 

le portage des salmonelles dans les caecas, la composition du microbiote caecal et fécal et 

l’expression des gènes dans les tonsilles caecales. Deux expérimentations à un mois 

d’intervalle ont été menées. L’objectif de cette étude était d’approfondir nos connaissances 

sur les relations entre l’hôte, son microbiote caecal et le niveau d’infection par SE. 

Chez la poule, des études ont déjà montré l’impact de la génétique de l’hôte sur la résistance 

à SE en utilisant différents modèles d’infection et en travaillant sur différents fonds génétiques 

[313–315]. Notre étude a été menée sur deux lignées expérimentales, les lignées N et 61, avec 

un modèle d’infection en isolateurs. Ce design expérimental a permis de confirmer les 

différences de portage de SE entre les lignées N et 61 déjà observées dans d’autres modèles 

expérimentaux d’élevage en groupe au sol [76, 123]. L’utilisation de ces isolateurs permet 

également d’augmenter les variabilités de portage observées entre individus [15]. Nous avons 

ainsi pu identifier, en moyenne, une différence significative entre les individus de la lignée N 

et 61 (Pvalue < 0,001) et une variabilité plus grande dans la lignée 61 (Ecart-type = 1,29) 

comparée à la lignée N (Ecart-type = 0,68). En réduisant fortement l’homogénéisation de 

composition habituellement observée avec des animaux au sol, l’utilisation des isolateurs 

permet de mieux révéler les différences individuelles de microbiote caecal et fécal. Les 

grandes variabilités de portage intra et inter-lignée ont certainement facilité l’étude des 

différences d’expression des gènes dans les tonsilles caecales entre les lignées et entre les 

individus résistants et sensibles. 
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Des différences de microbiote entre lignées N et 61 : un contrôle génétique ? 

Dans notre étude, nous avons montré que le fond génétique (lignée N ou 61) avait un fort 

impact sur la composition du microbiote fécal avant infection par SE (Permanova, Pvalue < 

0,01) et sur la composition du microbiote caecal après infection (Permanova, Pvalue < 0,001). 

Ces différences de microbiote pourraient être expliquées par la génétique de l’hôte. 

L’écosystème intestinal de l’hôte, modulé par la génétique de l’hôte, pourrait modifier le type 

de bactéries pouvant coloniser l’intestin des individus en favorisant ou en défavorisant 

certaines bactéries. Des études chez la poule mais aussi chez l’Homme et la souris, ont en effet 

déjà montré qu’il existait un impact de la génétique de l’hôte sur la composition du microbiote 

[235, 236, 290, 293–295]. Chez la poule des QTLs associés à l’abondance de certains taxa ont 

été identifiés, démontrant l’existence d’un contrôle génétique de la composition du 

microbiote [289, 290]. 

Cependant, même si la génétique nous semble la cause la plus probable des variations de 

microbiote observées entre lignées, d’autres facteurs pourraient intervenir (Figure 34). Avant 

l’infection à J7 (Figure 34A), les individus de la lignée N et 61 ont été élevés ensemble au sol 

dans un environnement contrôlé, dans des conditions d’élevage très similaires (même 

alimentation, même unité expérimentale, mêmes manipulateurs, …). Pourtant un impact 

environnemental n’est pas totalement à exclure car les lignées N et 61, dont sont issus les œufs 

utilisés pour l’expérimentation, sont élevées et maintenues séparément. Le microbiote 

présent au niveau de la coquille de l’œuf avant l’éclosion pourrait donc être différent. Pour 

limiter l’effet de ces différences dans notre expérimentation, les œufs ont été nettoyés avant 

l’éclosion afin de diminuer au maximum les charges bactériennes sur les coquilles. Malgré ces 

mesures préventives, il est possible qu’une faible charge bactérienne demeure sur les œufs et 

qu’à l’éclosion, les individus des lignées N ou 61 entrent en contact avec des bactéries 

différentes, pouvant coloniser l’intestin des individus de manière différente. Il a été en effet 

montré que de très faibles différences environnementales pouvaient, avec l’âge, expliquer 

d’importantes différences de composition de microbiote [227]. Même si cela semble peu 

probable, on ne peut donc pas totalement exclure l’hypothèse d’une différence d’exposition 

environnementale à l’éclosion conduisant à des différences de composition du microbiote 

entre lignée N et 6. 
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Figure 34 : Potentielles explications des variabilités de composition du microbiote observées 

entre lignées avant et après infection. 
(Données issues de l’expérimentation 1) 

 

A J19 soit 12 jours après l’infection (Figure 34B), des différences de composition de microbiote 

ont encore été observées entre les lignées. A ce stade, ces différences pourraient être 

expliquées par plusieurs facteurs. Le premier étant la génétique des individus, comme pour la 

composition du microbiote fécal à J7. Les variations génétiques entre les lignées pourraient 

expliquer une différence de colonisation et de maintien de certains taxa au niveau du système 

digestif. Une deuxième hypothèse serait un impact de l’infection par SE. La lignée 6 étant en 

moyenne plus sensible que la lignée N, l’infection plus forte dans la lignée 61 pourrait faire 

évoluer le microbiote vers une composition différente de celle de la lignée N. Néanmoins, de 

nombreuses études comparant des individus infectés et non infectés de même fond génétique 

ont montré que SE n’avait que très peu d’impact sur la composition du microbiote caecal 

[245–248]. L’infection par SE ne serait donc pas le principal facteur jouant sur la composition 

du microbiote. Enfin, le dernier facteur pouvant expliquer la différence de microbiote entre 

les lignées pourrait être l’environnement, malgré des conditions expérimentales contrôlées. 

Nous avons élevé les individus en isolateurs, un dispositif limitant les interactions entre les 

individus et l’environnement. Les lignées ont été séparées dans ces isolateurs. Il aurait été 

intéressant de regrouper dans un même isolateur des individus de ces deux lignées afin de 

voir si l’effet lignées était toujours important dans ces conditions. Néanmoins, deux isolateurs 

ont été attribués à chaque lignée et aucune différence significative n’a été observée entre ces 
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isolateurs. Cette observation suggère que les différences observées avant séparation dans les 

isolateurs sont conservées après séparation. Ainsi, le facteur environnemental ne semble pas 

être le facteur ayant le plus fort impact sur les différences de microbiote observées entre les 

lignées. 

Cependant, une étude menée par Chintoan-Uta et ses collaborateurs sur la résistance à 

Campylobacter dans ces mêmes lignées N et 61, n’a pas permis d’identifier ces différences de 

composition du microbiote caecal malgré des différences d’abondance de certaines OTUs 

[124]. Deux hypothèses pourraient expliquer ces résultats non-concordants. La première est 

l’âge des animaux lors du prélèvement caecal : 21 jours pour l’étude de Chintoan-Uta et 7 

jours (fécal) ou 19 jours (caecal) dans notre étude. L’hypothèse serait donc qu’avec l’âge, le 

microbiote se stabilise et converge entre les lignées N et 61. En effet, l’âge semble être le 

facteur le plus important jouant sur la composition du microbiote d’un individu [226]. La 

deuxième hypothèse, plus probable, serait que le faible nombre d’individus utilisé dans 

l’étude de Chintoan-Uta, seulement 5 par lignée, ne permette pas d’obtenir des résultats 

significatifs. En effet, même si le test statistique (Permanova) pour évaluer la différence entre 

le microbiote des deux lignées n’est pas significatif dans leur étude, la représentation NMDS 

semble bien montrer un regroupement des échantillons par lignée. C’est pourquoi nous 

pouvons suggérer qu’avec un nombre plus important d’individus, le test aurait pu être 

significatif. Ainsi, nous pouvons conclure que dans un dispositif expérimental où 

l’environnement est contrôlé, les différences de microbiote observées entre lignée N et 61 

sont expliquées par les différences génétiques entre ces deux lignées. 

 

Quel impact du microbiote sur la résistance à SE ? 

Nous avons montré un effet important du fond génétique dans les lignées N ou 61 sur la 

composition du microbiote. Il est donc intéressant de se demander dans quelles mesures ces 

différences de microbiote peuvent avoir un impact sur la résistance à SE puisque dans ces 

mêmes lignées, en moyenne, des différences de sensibilité ont été observées. Il est difficile de 

répondre à cette question en comparant les deux lignées puisque l’effet génétique et l’effet 

du microbiote sont confondus.  
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En effet, considérons l’équation génétique simplifiée suivante : 

 

P = G + E + M + e 

 

Avec : 

P : le phénotype soit la sensibilité à SE 

G : la génétique de l’hôte 

E : l’environnement 

M : le microbiote de l’hôte 

e : les erreurs du modèle 

 

En comparant les lignées N et 61 dans notre modèle expérimental où l’environnement est 

contrôlé (E fixé), l’équation peut être encore simplifiée ainsi : P = G + M + e. Par ailleurs, pour 

essayer de mieux comprendre l’implication du microbiote dans la résistance à SE, nous avons 

comparé le microbiote des individus faibles et fort porteurs au sein d’une même lignée. Dans 

ce cas précis, on peut considérer que l’environnement est contrôlé (E fixé) et même faire 

l’hypothèse que la génétique varie peu (G fixé), et on peut donc simplifier encore 

l’équation ainsi : P = M + e. Il est néanmoins important de remarquer que cette dernière 

hypothèse est assez forte car même si nous travaillons sur des lignées maintenues par 

croisements consanguins, il reste une variabilité génétique résiduelle entre les individus au 

sein d’une même lignée. De plus, des variabilités environnementales résiduelles ne peuvent 

être totalement exclues (E reste variable). Néanmoins, nous pouvons faire l’exercice de 

comprendre les résultats à l’aide de cette équation simplifiée. 

Ainsi dans la lignée 61, en comparant faibles et forts porteurs, nous avons identifié des 

différences significatives de composition du microbiote (Pvalue < 0,01) et 39 OTUs 

différentiellement abondantes dans l’expérimentation 1. Plusieurs hypothèses pourraient 

expliquer cette différence de microbiote entre groupes (Figure 35) : 

 H1 : une conséquence directe de l’infection par SE. La forte multiplication des 

salmonelles dans les caecas pourrait modifier l’environnement du microbiote, jouant 
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sur sa composition. Mais il a déjà été montré qu’il existait peu d’impact de l’infection 

par SE sur le microbiote [245–248]. De plus, cela supposerait que l’infection eut été 

différente entre les faibles et les forts porteurs dans la lignées 61, par exemple une 

différence de dose d’injection.  

 H2 : un impact des variabilités génétiques résiduelles existantes entre les individus (G 

variable) sur la composition du microbiote. Un génotypage des individus pourrait être 

utilisé pour vérifier cette hypothèse. 

 H3 : une différence de réponse de l’hôte à l’infection, par exemple la modification de 

l’expression des gènes de l’immunité, impactant indirectement la composition du 

microbiote. Les données disponibles d’expression des gènes dans les tonsilles caecales 

montrent en effet que des gènes différentiellement exprimés (DEG) ont été identifiés 

au sein de la lignée 61 entre les faibles et forts porteurs. Ces différences montrent bien 

qu’il existe des différences de réponse de l’hôte entre faible et fort porteurs au sein de 

la lignée 61. Mais comment expliquer ces différences de réponse à l’infection ? Des 

différences d’infection (dose, manipulation), des différences de génétique (variabilités 

résiduelles) ? Une différence de composition du microbiote avant infection ? Ce qui 

nous amène à l’hypothèse H4. 

 H4 : des différences de composition préexistantes à J6, par exemple à cause de 

différences d’exposition environnementale avant séparation dans les isolateurs, 

pourraient conduire à des différences de réponse de l’hôte à l’infection par SE pouvant 

faire évoluer différemment le microbiote. L’étude sur le microbiote fécal a en effet 

montré que certaines des OTUs DA entre faibles et forts porteurs dans la lignées 61, 

notamment les bactéries du genre Pediococcus, pourraient avoir un impact sur la 

résistance à SE [274, 283, 309]. 

 H5 : des différences de composition préexistantes à J6 pourraient être maintenues 

dans le temps indépendamment de l’infection par SE. 
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Figure 35 : Potentielles explications de variabilité de composition du microbiote observée 

entre faibles et forts porteurs de SE à J19 dans la lignée 61. 
(H = hypothèse) 

 

Dans la lignée N, nous n’avons pas identifié de différence de microbiote entre faibles et forts 

porteur. Plusieurs hypothèses pourraient expliquer ce résultat. Une première serait que du 

fait de la faible variabilité de portage au sein de la lignée N, nous n’avons pas identifié des 

groupes faibles et forts porteurs suffisamment contrastés pour identifier des différences de 

microbiote (P n’est pas assez variable au sein de la lignée). Cette faible variabilité pourrait être 

expliquée par l’absence d’impact de la variabilité génétique résiduelle sur le microbiote et/ou 

le portage de la lignée N, à la différence de la lignée 61. Une deuxième hypothèse serait que 

dans la lignée N comparée à la lignée 61, les mécanismes de résistance à SE impliquent moins 

le microbiote caecal. Les différences de portage, faibles mais existantes, entre les groupes 

pourraient être expliquées par d’autres mécanismes au niveau de l’hôte. En utilisant les 

données de transcriptomique dans les tonsilles caecales, nous avons montré qu’il existait en 

effet des différences d’expression de plus de 1000 gènes entre faibles et forts porteurs dans 

la lignée N. C’est beaucoup plus que dans la lignée 61 où seulement 97 DEGs ont été identifiés. 

Ces 1000 gènes sont également des gènes différents de ceux identifiés dans la lignée 61. Notre 

hypothèse est donc que les mécanismes de résistance à SE sont différents entre les lignées. 
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Pour conclure, les mécanismes de résistance à SE semblent différents entre la lignée 61 et la 

lignée N. Il semble probable que le microbiote soit plus impliqué dans la lignée 61. Un résumé 

des résultats obtenus pour l’expérimentation 1 et les hypothèses expliquant ces résultats ont 

été représentés dans la Figure 36. 

 
Figure 36 : Résumé des résultats obtenus et hypothèses formulées pour expliquer les 

variabilités de portage observées intra et inter-lignées. 
La figure représente les résultats obtenus entre les individus de la lignée 61 en rouge et les 

individus de la lignée N en bleu, pour l’expérimentation 1 présentant les plus fortes 
variabilités intra-lignée. 
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Les bactéries, les gènes et les mécanismes signatures de la résistance à SE 

Afin d’identifier des bactéries, des gènes et des mécanismes d’intérêt signatures de la 

résistance à SE, nous avons combiné les résultats des analyses entre lignées avec ceux des 

analyses intra-lignée. Ainsi, certaines bactéries et certains gènes plus abondants/exprimés 

dans la lignée résistante N et dans les animaux résistants de la lignée sensible 61 sont connus 

pour être impliqués dans la résistance à SE. Combiner les résultats semble donc intéressant 

pour cibler les bactéries, les gènes et les mécanismes d’intérêt. 

Ainsi, des voies métaboliques réalisées par le microbiote telles que celle des acides gras à 

chaîne courte (SCFA), ou celle de la dégradation du catéchol ont été identifiées (Article 1). Les 

SCFA ont des fonctions immunitaires [316, 317] et de maintien de l’équilibre intestinal 

reconnues [318]. Chez la souris, il a été montré que l'acide butyrique, faisant partie des SCFAs, 

pouvait augmenter la capacité de l'hôte à résister à une infection par un pathogène en 

restaurant la barrière gastro-intestinale [319]. Il a été également démontré que 

l'augmentation des SCFAs dans une culture in vitro de cellules intestinales aviaires diminue la 

pathogénicité de Salmonella, bloquant son entrée dans l'organisme [261]. Le mécanisme de 

dégradation du catéchol pourrait, quant à lui, limiter la pathogénicité des salmonelles en 

dégradant des molécules, les auto-inducteurs 3, nécessaires à la colonisation et à la 

propagation de la bactérie dans l’organisme de l’hôte [320–322] mais aussi dans 

l’environnement [323]. 

Des voies de signalisation et des gènes d’intérêt ont également été identifiés chez l’hôte dans 

les tonsilles caecales. Par exemple, la voie de signalisation des récepteurs transmembranaires 

de la protéine tyrosine kinase, enrichie chez les individus résistants à SE, pourrait entraîner 

l’activation de facteurs de transcription spécifiques affectant directement la réponse 

immunitaire innée lors d’une infection par SE [148, 324]. Les gènes identifiés tels que NOS2, 

DMXL1, MHCIBF2, CLDN7, SIRT5, ENTPD1, SYT7, SLC22A23, sont surexprimés chez les 

individus résistants et sont impliqués dans des fonctions immunitaires, ce qui en fait de 

potentiels candidats pour de futures études (Article 2). D’autres gènes identifiés pourraient 

être impliqués dans cette résistance à SE à travers la modulation du microbiote intestinal. 

C’est le cas de FUT2, S100B et MUC4 (Article 2). Ainsi, il pourrait y avoir un dialogue entre 

l’hôte et le microbiote impactant la réponse de l’hôte à l’infection par SE. 
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Un dialogue entre l’hôte et son microbiote favorisant la résistance à SE 

La confrontation des données de description du microbiote et de l’expression des gènes dans 

les tonsilles caecales nous conduit à émettre l’hypothèse que c’est le dialogue entre l’hôte et 

son microbiote qui pourrait déterminer le résultats d’une infection par SE. Pour illustrer cette 

hypothèse, nous allons ici discuter du gène Fut2 et d’une famille de bactérie, les 

Christensenellaceae. Les deux sont associés à la résistance de l’hôte à l’infection par SE : plus 

exprimés/abondants à la fois dans la lignée N résistante et chez les faibles porteurs de la lignée 

61 (Article 1 et 2). 

La famille des Christensenellaceae a déjà été associée à un impact bénéfique pour la santé 

chez l'Homme et chez la souris [325]. Par exemple, elle a été associée à la longévité [326], à 

des impacts bénéfiques sur l'obésité [327, 328] et à la santé métabolique [325]. La capacité 

des Christensenellaceae à produire de l'acide butyrique, un SCFA, leur confère un réel intérêt 

comme décrit précédemment. Les Christensenellaceae sont l'une des familles bactériennes 

les plus héréditaires du microbiote intestinal humain [328]. Même si cette héritabilité n’a pas 

été encore évaluée chez le poulet, nous pourrions supposer que les variations génétiques de 

l'hôte entre les lignées N et 61 pourraient entraîner des variations de l'abondance des 

Christensenellaceae, qui pourraient à leur tour affecter la résistance de l’hôte à Salmonella. 

Fut2 est un gène codant l'enzyme α-1,2-fucosyltransférase impliquée dans la glycosylation au 

niveau du tractus gastro-intestinal. Chez la souris et chez l'Homme, il a été montré qu'un 

individu "non sécréteur", hétérozygote pour une mutation de perte de fonction, est plus 

sensible aux maladies intestinales chroniques telles que la maladie de Crohn et aux infections 

pathogènes [329] telles que Salmonella Typhimurium [330, 331]. En outre, le polymorphisme 

dans Fut2 a été associé à la composition et à la diversité du microbiote fécal humain [332], ce 

qui pourrait expliquer les interactions hôte-microbe et la sensibilité aux infections [333]. Enfin, 

il a été montré que Fut2 était associé à l'abondance des Christensenellaceae [325]. 

Ainsi, nous pouvons émettre l’hypothèse que Fut2 pourrait être un gène indirectement 

associé à la résistance à SE par la modulation de la composition du microbiote, en augmentant 

notamment l'abondance de bactéries compétitives contre Salmonella telles que les 

Christensenellaceae. 
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Nous pourrions imaginer que ce genre d’interaction, de dialogue entre l’hôte et son 

microbiote conférant un avantage lors d’une infection par un pathogène, pourrait être 

observé avec d’autres gènes comme S100B ou MUC4 et d’autres bactéries du microbiote. 

Dans la Figure 37, nous avons récapitulé les mécanismes pouvant intervenir dans la résistance 

de l’hôte à une infection par SE dans un environnement expérimental contrôlé. 

 
Figure 37 : Bilan des mécanismes pouvant être impliqués dans la résistance de l’hôte à une 

infection par SE dans un environnement contrôlé. 
Au niveau de l’hôte, des polymorphismes présents dans les régions codantes ou non codantes 
peuvent avoir un impact sur la diversité et la composition du microbiote intestinal de l’hôte. 
Cette composition du microbiote pourrait quant à elle avoir un impact sur l’expression des 
gènes au niveau de l’hôte. L’ensemble de ces interactions pourrait moduler la réponse de 

l’hôte à une infection par SE. 
 

L’utilisation d’isolateurs dans le design expérimental 

Nous avons utilisé des isolateurs afin de diminuer les re-contaminations entre les individus 

par Salmonella et ainsi d’identifier une plus large variabilité individuelle de portage dans une 

même lignée expérimentale. En effet, l’utilisation au sol de tapis roulants, sous des grilles, 

permet d’éliminer les fientes contaminées, évitant ainsi leur ingestion par les animaux. L’air 

est également renouvelé en continu. L’efficacité de ces isolateurs a été montrée dans une 
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précédente étude à l’INRAE sur une lignée expérimentale de White Leghorn : la lignée PA12 

[15]. Avec l’utilisation d’isolateurs, nous observons dès 4 jours après l’infection par SE, des 

individus présentant une très faible charge bactérienne dans les fientes alors que dans un 

élevage au sol en groupe, l’ensemble des individus présente une forte charge bactérienne 

dans les fientes (Figure 38). Les isolateurs augmentent donc la variabilité de portage 

individuelle au sein d’une même lignée expérimentale, ici PA12. Dans notre design 

expérimental, l’utilisation des isolateurs a également permis d’observer cette forte différence 

de portage de SE au sein des lignées expérimentales N et 61. Cette variabilité étant plus 

importante au sein de la lignée 61. 

 
Figure 38 : Charge bactérienne après infection par SE dans les fientes ou les caecas 

d’individus de la lignée de White Leghorn PA12 avec ou sans l’utilisation d’isolateur. 
La variabilité individuelle est plus importante avec l’utilisation d’isolateur [15]. 

 

Au-delà d’une diminution de la re-contamination entre individus par SE, nous pouvons 

également supposer que l’utilisation des isolateurs évite l’homogénéisation des microbiotes, 

par une diminution de l’ingestion des fientes contenant des bactéries commensales des 

animaux. L’effet environnemental est ainsi mieux contrôlé et permet d’accentuer les 

éventuelles variabilités de composition du microbiote entre individus au sein d’une même 

lignée ou entre lignées. Dans notre étude comme dans celle de Kempf et al., des différences 

de microbiote ceacal ou fécal ont alors pu être identifiées au sein d’une même lignée 

expérimentale (respectivement, 61 et PA12) entre faibles porteurs et forts porteurs de SE 

[251]. Des différences qui n’auraient peut-être pas pu être observées sans l’utilisation de ces 

isolateurs. 
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L’utilisation de la ddPCR 

Une ddPCR a été utilisée pour le comptage des SE dans les caecas plutôt qu’un comptage sur 

gélose en frais, classiquement utilisé. En effet, suite à une contamination par une E. coli 

commensale, résistante à la streptomycine, l’antibiotique utilisé pour le comptage sur gélose, 

nous n’avons pas pu réaliser les comptages sur gélose. Une nouvelle technique de ddPCR a 

été développée. Une recherche bibliographique a permis d’identifier le gène InvA, spécifique 

à SE et présent en une seule copie dans le génome de la bactérie [334]. C’est ce gène qui est 

ciblé et quantifié par la technique de ddPCR. 

L’utilisation de la ddPCR possède un avantage intéressant : la possibilité de congélation des 

échantillons de fientes et/ou de caecas sans avoir à les analyser immédiatement en frais le 

jour de la campagne d’échantillonnage. En effet, les étalements sur gélose peuvent être très 

chronophages puisque plusieurs étalements doivent être réalisés par individus : plusieurs 

dilutions par échantillon, afin de tomber dans la gamme de dilution permettant le comptage 

sur gélose, et plusieurs types de tissus possibles par individus. Un nombre limité d’individus 

et d’échantillons peut ainsi être traité sur une journée de travail. De plus, le lendemain des 

étalements, des échantillons mal étalés, pas assez ou trop dilués, doivent être ré-analysés. Ce 

ré-étalement ne garantit pas l’exactitude des résultats du fait d’une possible multiplication 

des bactéries dans l’échantillon même celui-ci est conservé au réfrigérateur. L’avantage de la 

ddPCR est de pouvoir travailler sur des échantillons congelés et donc de désolidariser dans le 

temps la récupération des échantillons et leurs analyses. 

Une autre remarque importante est que le comptage en frais permet le dénombrement des 

bactéries vivantes à l’instant du prélèvement. La ddPCR compte l’ensemble des ADN cibles 

présent dans l’échantillon donc des bactéries vivantes et mortes. Les deux analyses ne 

donnent donc pas exactement les mêmes résultats. L’interprétation des résultats pour des 

échantillons de fèces doit donc être différente. Avec la première technique, nous évaluons les 

bactéries vivantes excrétées dans l’environnement et donc pouvant réinfecter un congénère. 

Avec la technique de ddPCR, nous mesurons la quantité de bactéries vivantes et mortes, donc 

nous évaluons plutôt la capacité de l’hôte à limiter la multiplication de la bactérie dans son 

organisme. Une étude de corrélation entre les deux méthodes a été menée mais les résultats 

ne semblent pas être corrélés (Pvalue=0,35).  
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Utilisation du 16S plutôt que le séquençage complet de l’ADN 

Les analyses 16S sont encore la référence dans l’étude de la composition taxonomique du 

microbiote. Elles sont peu coûteuses et ne nécessitent pas de larges structures 

computationnelles. Elles s’appuient également sur des bases de données de références mises 

à jour régulièrement. Mais cette technique présente des biais d’analyses. Par exemple, une 

même séquence 16S peut appartenir à différentes espèces n’ayant pas les mêmes fonctions 

au sein d’un microbiote. Ces espèces sont ainsi comptabilisées ensemble, entrainant une 

perte d’information fonctionnelle, en plus d’une mauvaise identification taxonomique. 

Inversement, certaines espèces, voire souches, possèdent plusieurs séquences 16S 

différentes. En outre ce type d’analyse est très sensible à la méthode d’extraction d’ADN et 

aux méthodes bio-informatiques et bio-statistiques employées, qui tendent à différer 

grandement entre études. Le séquençage complet de l’ADN, Whole Genome Sequencing 

(WGS) en anglais, évite ce genre de biais d’analyse. Il permet de travailler directement sur les 

gènes présents dans un échantillon et donc d’accéder à la composition taxonomique mais 

également aux fonctions potentielles d’un microbiote, sans biais majeur de quantification. Il 

permet également de prendre en compte tous les micro-organismes présents dans un 

échantillon :  virus, champignons, archées et bactéries. Mais ce séquençage complet reste 

complexe à mettre en œuvre. Les coûts restent élevés et la technique nécessite une 

profondeur de séquençage importante et une bonne couverture afin d’identifier les micro-

organismes en faible abondance dans les échantillons, ce qui peut augmenter fortement les 

coûts de séquençage [335] et nécessite de larges structures computationnelles. Chez l’Homme 

ou les animaux, des études comparatives entre les deux techniques ont montré que le WGS 

permet de détecter une plus grande diversité taxonomique et améliore le niveau d’affiliation 

taxonomique comparé aux analyses 16S [336, 337]. 

Dans notre étude, certaines bactéries, théoriquement bénéfiques pour la santé, ont été 

identifiées comme plus abondantes dans la lignée sensible à SE, par exemple, le genre Blautia, 

producteur de butyrate [338] ayant des effets anti-inflammatoires bénéfiques [339]. L’étude 

au niveau des gènes et des fonctions grâce au WGS pourrait offrir des résultats plus proches 

de la réalité biologique, évitant ces gaps d’interprétations. 
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3) Discussion des résultats obtenus dans le modèle « souris » 

Dans le modèle « souris », nous avons étudié l’impact du fonds génétique sur le portage 

chronique des salmonelles dans le foie et la rate 22 jours après infection en utilisant deux 

nouvelles populations génétiques de référence (GRPs) : les lignées du Collaboratives Cross 

(CC) et les souris du Diversity Outbred (DO). Ces populations sont issues de huit lignées 

parentales dont cinq lignées classiques de laboratoire et trois lignées d’origine sauvage. Elles 

contiennent près de 90% des variations génétiques observées dans l’espèce Mus Musculus 

[109]. Avec l’utilisation de ces GRPs, nous nous attendions à identifier de nouveaux QTLs et 

de nouveaux gènes candidats associés à la sensibilité de l’hôte au portage de SE. Par manque 

de temps lié à l’épidémie de Covid19, nous n’avons pas pu réaliser une étude d’infection par 

SE (voie orale) dans les lignées du CC pour l’étude du portage intestinale en lien avec la 

composition du microbiote intestinal. 

L’identification de nouveaux phénotypes d’intérêt 

Comparées aux deux lignées expérimentales classiques de laboratoire, B6 et 129, les 35 

lignées du CC testées dans l’étude ont montré une très large variabilité phénotypique quel 

que soit l’organe cible, foie ou rate. Certaines CC ont montré des phénotypes extrêmes : plus 

résistantes que la lignée résistante B6 (ex : CC024/GeniUnc) ou plus sensibles que la lignée 

sensible 129 (Ex : CC018/Unc) quel que soit l’organe cible étudié. D’autres lignées du CC ont 

montré une combinaison phénotypique différente, avec une sensibilité à SE opposée entre les 

deux organes cibles : plus résistante dans la rate que la lignée résistante B6 et plus sensible 

dans le foie que la lignée sensible 129 (ex : CC006/TauUnc), suggérant que des mécanismes 

de résistance différents pourraient être impliqués dans les deux organes. La faible corrélation 

(R² = 0,64) entre les charges moyennes dans le foie et la rate dans les 35 CC testées (Figure 

39), appuie cette hypothèse. Les lignées d’intérêt s’éloignant de la droite de régression telles 

que CC006/TauUnc pourraient servir de nouveaux modèles expérimentaux permettant de 

mieux disséquer ces mécanismes de résistance.  
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Figure 39 : Corrélation entre la moyenne de la charge bactérienne dans le foie et dans la rate 

pour l’ensemble des lignées du CC testées.  
La droite bleue est une droite de régression linéaire. Un test de corrélation de Pearson a été 

réalisé (R=0,64, p = 1,8e-05). 
 

Ces résultats montrent qu'avec la diversité génétique des CC, nous pouvons repérer de 

nouveaux phénotypes extrêmes ou d’intérêt qui n’auraient pas forcément pu être identifiés 

dans les lignées classiques de laboratoire. 

L’étude avec les souris du DO montre également une très large diversité phénotypique. Celle-

ci peut être expliquée par une large variabilité génétique existante entre les individus de par 

l’accumulation d’évènements de recombinaison lors des accouplements non consanguins ou 

« Outbred ». La faible corrélation (R = 0,24) entre les individus (Figure 40) suggère également 

que des mécanismes différents pourraient être impliqués dans les deux organes cibles. Cette 

plus faible corrélation dans les DO que dans les CC pourrait être expliquée par l’état 

hétérozygote des allèles chez les individus DO pouvant augmenter les interactions d’épistasie 

entre les régions du génome. Nous remarquons également que certaines souris semblent 

capables d’éliminer complétement les bactéries dans les deux organes cibles (absence de 

détection de bactéries). Nous discuterons des problèmes que cela peut impliquer lors 

d’analyses de type QTL mapping (cf. paragraphe distribution des données). 
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Figure 40 : Corrélation entre la charge bactérienne dans le foie et dans la rate pour les souris 

du DO. 
Un test de corrélation de Pearson a été réalisé (R=0,24, p = 7e-04). 

 

L’identification de nouveaux loci associés à SE 

L’utilisation des CC et des DO a permis d’identifier de nouveaux QTLs (Ses11-Ses17), différents 

de ceux identifiés dans les précédentes études sur des lignées classiques de laboratoire (Ses1-

Ses10), suggérant que de nouveaux mécanismes de sensibilité à SE ont été identifiés. 

L’utilisation des trois lignées sauvages dans les croisements qui ont permis d’obtenir les CC et 

les DO pourrait expliquer ces nouveaux résultats. En effet, pour Ses16 et Ses17, au moins une 

des trois lignées sauvages explique les variabilités phénotypiques observées. Ce constat 

montre bien l’intérêt de ces nouvelles populations murines dans les études de génétique 

quantitative. 

Des résultats faiblement significatifs avec les lignées du CC 

Même si l’utilisation des CC a permis d’identifier quatre QTLs, seulement un (Ses11) dépasse 

le deuil de significativité (E<0,1) et les larges intervalles de confiance de ces QTLs n’ont pas 

permis d’identifier un nombre limité de gènes candidats. Il est possible que le nombre limité 

de CC dans notre analyse (n = 35), ne soit pas suffisant pour obtenir des pics de LOD scores 

suffisamment élevés. Des simulations ont pourtant montré que l’utilisation de 30 lignées du 

CC permet d’identifier à 90% les 8 allèles des lignées parentales (Figure 41). En effet, 

mathématiquement, en supposant que toutes les CC possèdent des allèles parentaux 

différents, la chance de détecter les huit allèles augmente avec le nombre de CC utilisées dans 

l’analyse. Ainsi, avec 10 CC il n’y a presque aucune chance d’identifier les huit allèles, alors 
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qu’avec 20 CC, la probabilité augmente à 50%. De plus, la plupart des SNPs ne présentant que 

deux allèles, la probabilité de détecter un allèle que plusieurs fondateurs partagent est donc 

plus élevée que si les huit allèles des fondateurs étaient différents. Ainsi, avec les 35 lignées 

utilisées dans notre analyse, nous sommes capables d’identifier correctement les allèles des 

SNPs. Une autre étude menée dans notre laboratoire de recherche a réussi à identifier des 

QTLs significatifs en utilisant le même nombre de CC [106]. Le nombre de lignées dans 

l’analyse semble donc être correct. 

 
 Figure 41 : Probabilités théoriques de détection de chacun des allèles des huit lignées 

parentales des CC en fonction du nombre de lignées dans l’analyse. 
 

Une deuxième hypothèse pouvant expliquer ces résultats CC peu significatifs serait la 

reproductibilité entre expérimentations et la méthode de normalisation des données utilisées. 

En effet, il est techniquement impossible d’analyser l’ensemble des souris des 35 lignées du 

CC dans une même expérimentation pour des questions techniques : i) temps de traitement 

des échantillons (maximum 50 échantillons par expérimentation) et ii) disponibilité 

simultanée des souris (âge et sexe adéquats, en nombre suffisant). Les ANOVA réalisées sur 

les charges bactériennes dans les organes cibles montrent qu’il existe un effet significatif de 

l’expérimentation (P<0,001). Ces effets pourraient être expliqués par différents facteurs tels 

que des différences de dose injectées, des conditions environnementales contrôlées mais 

pouvant varier (températures, humidité), des manipulateurs différents… Afin de normaliser 

entre expérimentations, des souris contrôles B6 ont été ajoutées dans chaque 

expérimentation (Figure 42, A et B). Nous pouvons constater que la reproductivité des 
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expérimentations peut être très variable. Par exemple dans l’expérimentation n°53, la 

moyenne des souris contrôle B6 dans la rate est bien plus élevée que dans les autres 

expérimentations, pourtant les valeurs semblent normales dans le foie. Une normalisation sur 

cette expérimentation abaisse fortement les valeurs des charges bactériennes dans la rate de 

l’ensemble des CC testées dans cette expérimentation. Plusieurs hypothèses pourraient 

expliquer les résultats de cette expérimentation n°53 : i) seules les souris B6 contrôles 

présentent une charge bactérienne plus importante du fait d’un biais de manipulation (dose 

injectée plus grande, …) ; ii) l’ensemble des souris dans cette expérimentation présentent une 

charge bactérienne plus importante. Des souris de deux lignées du CC dans cette 

expérimentation ont également été testées dans d’autres expérimentations :  la CC075 et la 

CC032 (Figure 42, C). L’hypothèse 2, soutenant que l’ensemble des souris dans cette 

expérimentation présente une infection plus importante dans la rate semble se confirmer 

pour la lignée CC075 (Test ANOVA, P<0,001) mais semble moins flagrant pour la lignée CC032 

(Test ANOVA, P=0,2). Des tests de QTL mapping avec ou sans cette expérimentation ont été 

réalisés, montrant que les profils de LOD scores obtenus n’étaient pas modifiés mais que les 

seuils de significativité étaient différents. Le choix de retirer cette expérimentation des 

analyses n’a pas été retenue. 

 
Figure 42 : Normalisation sur les charges des souris contrôle B6. 

Charge bactérienne des souris de la lignée contrôle B6 en fonction des 8 expérimentations 
dans la rate (A) et le foie (C). Charge bactérienne dans la rate pour la lignée CC075, CC032 et 

pour les souris contrôle B6, en fonction de l’expérimentation (C). 



Conclusion générale 

211 
 

Une fois le choix des expérimentations à conserver réalisé, des normalisations sur les charges 

bactériennes peuvent être réalisées en utilisant les valeurs moyennes et les écart-types des 

souris contrôles B6 dans chaque expérimentation. Deux normalisations ont été testées : une 

première normalisation en se basant sur les moyennes et les écart-types des souris contrôles 

B6 et une deuxième normalisation qui est en fait une résidualisation en se basant sur les 

moyennes des B6 contrôles (Tableau 6). Nous avons testé l’effet de ces normalisations sur les 

profils de LOD score et sur les valeurs de seuils de significativité des pics. Des différences 

importantes de résultats ont été observées selon la méthode de normalisation employée, en 

termes de localisation des pics et de significativité. Seule la normalisation avec la première 

méthode permet d’identifier un QTL significatif sur le chromosome 17. Ce QTL correspond à 

une région également identifiée sur le même chromosome avec les souris du DO. Ces 

différents tests montrent bien l’importance de la reproductibilité des expérimentations et du 

choix des normalisations appliquées sur les données pour la détection de QTLs. D’autres 

études de QTL mapping sur les lignées du CC ont fait le choix d’utiliser d’autres méthodes de 

normalisation : une résidualisation [106] voire même aucune normalisation [340].  

Normalisation 1 Normalisation 2 

 

 

Avec : 

- 𝑋𝑖  : la valeur normalisée de la charge en 
Salmonella pour la souris i 

- 𝑥𝑖  :  la charge en Salmonella pour la 
souris i 

- µ𝐵6,𝑗,𝑖 : la moyenne des B6 dans 

l’expérimentation j, à laquelle appartient 
la souris i 

- sdB6,j,i : l’écart-type des B6 dans 
l’expérimentation j, à laquelle appartient 
la souris i 

Avec :  

- 𝑌𝑖  : charge en Salmonella pour la souris i 

- 𝑋𝑖  :  la moyenne des B6 dans 
l’expérimentation à laquelle appartient 
la souris i 

- 𝑏0 et 𝑏1: paramètres du modèle 

- 𝜀𝑖 : erreurs 

- 𝑒𝑖 : résidus 

- 𝑦𝑖 : la charge en Salmonella pour la 
souris i 

- 𝑦̂𝑖 : la valeur prédite de y par le modèle 

𝑋𝑖 est utilisé comme phénotype normalisé 𝑒𝑖 est utilisé comme phénotype normalisé 

Tableau 6 : Présentation des deux types de normalisations testés. 

𝑋𝑖 =  
𝑥𝑖 − µ𝐵6,𝑗,𝑖

𝑠𝑑𝐵6,𝑗,𝑖
 

Modèle:  𝑌𝑖 =  𝑏0 +  𝑏1𝑋𝑖 + 𝜀𝑖  

𝑒𝑖 =  𝑦𝑖 −  𝑦̂𝑖  
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Pour limiter l’effet de l’expérimentation ou bien vérifier l’effet de la normalisation sur les 

données, il semble intéressant d’analyser des souris d’une même lignée du CC dans plusieurs 

expérimentations, comme cela a été fait pour les lignées CC075 et CC032 dans notre étude. 

Un design expérimental statistiquement optimal serait d’analyser chaque lignée du CC testées 

dans chaque expérimentation, mais ce design théorique est impossible à mettre en œuvre en 

pratique. Comme expliqué précédemment, il est difficile de choisir par avance les CC qui 

pourront être analysées dans l’expérimentation du fait du manque d’information sur la 

disponibilité des souris ayant l’âge et le sexe adéquat. 

Une résolution de QTL mapping très fine avec les souris du DO  

Comme espéré, l’utilisation des souris du DO a permis d’identifier des QTL avec une très fine 

résolution, les intervalles de confiance étant réduits à moins de 5 Mb. Un des QTLs identifiés, 

sur le chromosome 17 (Ses17), correspond à celui identifié avec les lignées du CC et contient 

le complexe d’Histocompatibilité (H2) connu pour son implication dans la sensibilité de l’hôte 

à une infection par Salmonella [176]. Sous ce QTL, neufs gènes candidats contenant un ou 

plusieurs SNPs non-synonymes ont été identifiés. Les deux autres QTLs identifiés, quant à eux, 

contiennent au total moins de 50 gènes. L’utilisation des informations sur les allèles des 

fondateurs et les résultats des analyses d’association (SNPs les plus significatifs) a permis de 

réduire à un gène candidat unique pour chacun des deux QTLs, Gm13211 et Lingo2 

respectivement. Pour la charge bactérienne dans la rate, les deux QTLs (Ses15 et Ses17a) 

expliquent ensemble 41% de la variance phénotypique et pour le foie, Ses16 et Ses17b 

expliquent 38% de la variance. Ces estimations ont été réalisées en utilisant l’équation 

suivante : 1 − 10−
2

n
LOD [341], où n est le nombre d’individus dans l’analyse et LOD est la valeur 

de LOD score au pic du QTL. Le DO est donc un très bon outil expérimental permettant 

l’identification de régions restreintes et des gènes candidats pouvant expliquer une part 

importante des variations phénotypiques observées. 

De nouvelles études seront néanmoins nécessaires pour confirmer les gènes candidats 

identifiés, par des méthodes d’analyse fonctionnelle in vivo ou in vitro. En effet, les SNPs 

significatifs ayant servi à identifier les gènes Gm13211 et Lingo2 sont des SNPs présents dans 

des régions non-codantes des gènes. Il est donc difficile d’interpréter ces résultats. Pour 

valider ces gènes, il serait intéressant de travailler sur des souris transgéniques KO ou KI pour 

ces deux gènes dans un fonds génétique connu comme B6 ou 129Sv. Le développement de 
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nouvelles technologies telles que l’outil CRISPR/Cas9, facilite l’édition des génomes et ces 

études de validations fonctionnelles. 

La distribution des données et la prise en compte des zéros 

La distribution des données de DO dans le foie et la rate semble être normale, si on excepte 

la présence d’individus à zéro, c’est-à-dire ayant potentiellement éliminé complètement la 

bactérie dans l’organe cible ou ayant un nombre de bactéries sous le seuil de détection (Figure 

43). Dans la rate, 7 individus sur les 192 ont totalement éliminé les salmonelles et dans le foie, 

82 individus sur les 192 les ont éliminées. 

 

Figure 43 : Distribution des individus en fonction de la charge bactérienne dans la rate (A) et 
le foie (B). 

 

Il se pose alors la question de la méthode de prise en compte des zéros dans l’analyse de QTL 

mapping. Nous avons testé deux méthodes : la première consistant à prendre en compte les 

zéros dans l’analyse et réaliser un test directement sur cette variable continue (scan 

classique), la deuxième consiste à recoder cette variable continue en variable binaire (0 : 

absence de bactéries dans l’organe cible, 1 : présence de bactéries dans l’organe cible) et 

réaliser un scan binaire. La première méthode a été choisie et les résultats sont présentés 

dans l’article 3 de cette thèse. Les résultats de la deuxième méthode sont présentés dans la 

Figure 44. Ainsi, la méthode semble avoir un impact important sur les résultats. Dans le foie, 
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le profil de LOD score avec un scan binaire se rapproche de celui identifié avec le scan sur la 

variable continue mais les pics sont bien plus faibles. Pour la rate, le profil de LOD score en 

scan binaire est fortement différent et aucun QTL n’est identifié. Le recodage des phénotypes 

en variables binaires induit une perte d’information et donc de puissance des analyses. 

 
Figure 44 : Génome scan binaire de la charge bactérienne dans la rate (A) et le foie (B). 

Seuil de détection des QTLs : E<0,63 (jaune), E<0,1 (rouge pointillé), E<0,05 (rouge foncé). 
 

Les gènes candidats identifiés avec les DO et associations avec le microbiote 

Nous avons montré dans notre étude à l’INRAE que le microbiote pouvait être impliqué dans 

la résistance à SE. Une recherche bibliographique sur trois gènes candidats identifiés grâce au 

DO montre que ces gènes pourraient avoir un impact sur le microbiote ou sur l’abondance de 

certaines bactéries commensales de ce microbiote. Tout d’abord, le gène Lingo2. Au-delà du 

fait que LINGO2 interagisse avec les APP (Amyloid beta A4 Precursor Protein) qui elles-mêmes 

interagissent avec des protéines de la famille des Caspase impliquées dans la régulation 

positive des Lymphocyte T, deux SNPs dans Lingo2 chez l’Homme ont été associés avec 

l’abondance du genre bactérien Blautia [342]. Ces bactéries sont des productrices de butyrate 

[338] ayant des effets anti-inflammatoires bénéfiques [339] lors d’une infection par un 

pathogène. De plus, une étude récente a montré également que LINGO2 et plus précisément 

son interaction avec les protéines TFF3 de certaines cellules épithéliales de l’intestin serait 

impliqué dans l’immunité et dans le maintien de l’intégrité de la barrière intestinale [343]. 
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Deuxièmement, le gène Btnl4. Ce gène pourrait être associé au maintien de l’équilibre 

intestinal. En effet, les protéines codées par les gènes Btnl sont nécessaires pour la sélection 

et le maintien des lymphocytes T gamma delta impliqués dans le maintien de l’intégrité des 

tissues épithéliaux intestinaux [344]. Enfin, le gène Lst1. Il serait impliqué dans la régulation 

de la réponse inflammatoire au niveau de l’intestin et dans la modulation de l’abondance des 

leucocytes [345]. Ces trois gènes pourraient donc être impliqués dans la sensibilité de l’hôte 

à une infection par SE par le biais de la modulation du microbiote intestinal, confirmant ce que 

nous avons pu observer dans le modèle « poulet » : la modulation du microbiote fait partie 

des mécanismes possibles de régulation des salmonelles, en plus des mécanismes 

immunitaires de l’hôte. 

Néanmoins, nous avons identifié ces gènes dans une étude sur les charges bactériennes dans 

le foie et la rate. Il serait donc intéressant de valider l’effet de ces gènes en réalisant une étude 

sur les charges de Salmonella au niveau de l’intestin ou dans les fèces des animaux. Dans de 

prochains projets, il serait également très intéressant de mener des études de composition du 

microbiote dans les lignées du CC. Elles sont en effet un outil privilégié pour l’étude de l’impact 

de la génétique sur le microbiote associé ou non à un caractère d’intérêt. Il serait possible 

d’identifier les potentiels QTLs ou SNPs associés à la composition du microbiote comme cela 

a été pour d’autres caractères : le sommeil [297], la toxicité de molécules cancérigènes [298] 

ou l’anxiété [299]. Mener le même genre d’étude sur le caractère de résistance à SE serait très 

intéressant. 

II. Perspectives pour la filière avicole 

La sélection animale 

La sélection génétique d’individus résistants à SE, en sélectionnant directement sur des 

données de portage de SE pourrait être une solution pour réduire le portage dans les élevages. 

Cependant, la résistance à SE semble être un caractère multigénique : aucune étude 

génétique n’a pour l’instant permis d’identifier les gènes causaux pouvant expliquer une large 

proportion des variabilités phénotypiques observées [312]. Il serait donc nécessaire de 

sélectionner sur plusieurs gènes, mais lesquels ? De nouvelles études sur des fonds génétiques 

plus diversifiés pourraient mener à l’identification de nouveaux gènes candidats dont les 
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effets sur le caractère pourraient être plus importants. Il serait intéressant par exemple de 

constituer des lignées de poules expérimentales à l’image des CC ou des DO chez la souris. 

L’utilisation des isolateurs, augmentant les variabilités phénotypiques, pourrait aussi être 

utilisée dans de nouvelles études : par exemple, une infection en isolateur avec des individus 

F2 entre les lignées N et 61. Les résultats pourraient être différents de ceux qui ont été obtenus 

en système d’élevage au sol pour lesquels de nombreux QTLs ont été identifiés mais avec des 

effets faibles à modérés, ne permettant pas l’identification de gènes candidats [123, 152, 154, 

155]. Ces études d’association sont néanmoins très couteuses : nécessitant de gros effectifs 

dans un milieu contrôlé puisqu’il s’agit de pathogènes zoonotiques. De plus, ces travaux étant 

menés sur des lignées expérimentales, les résultats devront être validés sur des lignées 

commerciales pour lesquelles les mécanismes de résistance peuvent différer et pour 

lesquelles les gènes ou les SNPs identifiés peuvent ne pas être polymorphes. 

La sélection génomique ne nécessite pas forcement la connaissance des gènes impliqués dans 

le caractère, seul les effets de certains SNPs sont utilisés dans les programmes de sélection. 

Théoriquement, il serait donc possible de sélectionner sur le caractère de résistance de SE. 

Néanmoins, cette sélection ne devrait pas se faire au détriment d’autres caractères de 

résistance : autres pathogènes ou autres sérotypes. Par exemple, il a été montré que les QTLs 

responsables de la résistance à SE ne sont pas les mêmes que ceux contrôlant ST [116]. Ainsi, 

il semble peu probable de pouvoir sélectionner des individus sur un seul caractère de 

résistance à un pathogène sans modifier la résistance de l’hôte à d’autres pathogènes. La 

sélection étant un processus long et coûteux, les sélectionneurs n’ont pour l’instant pas 

encore mené de tels programmes de sélection. 

Un autre moyen de réduction du portage de SE dans les élevages pourrait être une sélection 

sur la composition du microbiote des individus. En effet, nous avons montré que des bactéries 

du microbiote intestinal pouvaient jouer un rôle dans la résistance à SE. Sélectionner des 

individus porteurs de ces bactéries en abondance permettrait de diminuer le portage de SE. 

Le calcul de valeurs d’héritabilité modérées, en moyenne égale à 0,2, pour certains taxas dans 

une étude génétique sur des croisement F2 chez la poule, montrant qu’une sélection 

génétique des animaux sur la composition de leur microbiote est théoriquement possible 

[290]. Il faudrait donc identifier les bactéries les plus intéressantes à sélectionner et s’assurer 

que ces bactéries soient héréditaires. La famille des  Christensenellaceae, une bactérie dont 
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nous avons montré l’association avec la résistance à SE [346], pourrait être une bonne 

candidate puisqu’il a déjà été montré qu’elle était héréditaire chez l’Homme [328]. Puis, il 

serait nécessaire d’identifier les gènes ou les SNPs sur lesquels pratiquer la sélection et vérifier 

que ces gènes, SNPs, soient polymorphes dans les populations commerciales à sélectionner. 

Pour cela, il faudrait mener d’importantes études génétiques sur de larges populations (F2, 

voire avec plus que deux lignées parentales), et tester l’association entre génétique et 

phénotype, soit par exemple l’abondance en Christensenellaceae. 

Il est également important de penser la santé intestinale de manière globale chez un 

individu. En effet, la sélection sur le caractère de résistance à SE ne doit pas être incompatible 

avec la sélection pour d’autres caractères de production ou de résistance à d’autres maladies. 

Si nous reprenons l’exemple des Christensenellaceae, il ne faudrait pas que l’augmentation de 

cette famille bactérienne par la sélection favorise la présence d’autres pathogènes tels que 

Campylobacter, par exemple. En effet, notre étude et celle de Chintoan-Uta et al. sur les 

lignées N et 61 montrent que ces lignées sont inversement résistantes/sensibles à Salmonella 

Enteritidis et à Campylobacter [124]. Il faudra également s’assurer que la sélection sur la 

résistance à SE  n’implique pas le déséquilibre d’autres fonctions intestinales, par exemple, 

l’efficacité digestive dont on sait qu’elle est associée à la composition du microbiote [290, 

291]. 

Le développement de prébiotiques, de probiotiques ou de postbiotiques 

Un autre levier permettant de réduire SE dans les élevages serait la mise au point de 

prébiotiques favorisant les bactéries du microbiote identifiées comme étant associées à la 

résistance à SE. Les Christensenellaceae pourraient donc faire l’objet d’études pour le 

développement de tels composés. Il a en effet déjà été montré que des prébiotiques tels que 

les Galacto-Oligosaccharides (GOS) diminuaient l’infection par ST et favorisaient l’abondance 

des Christensenellaceae [347]. En effet, les Christensenellaceae ont la capacité de métaboliser 

les GOS contrairement à l'hôte ou à Salmonella, ce qui pourrait être en défaveur des 

salmonelles [347, 348]. Il serait donc intéressant de mener le même genre d’étude en 

infectant au préalable les animaux avec SE. 

Plutôt que de favoriser la multiplication des Christensenellaceae, il pourrait être intéressant 

de développer un probiotique composé de ces bactéries. La production de probiotiques doit 

passer par la mise au point des méthodes de culture de la bactérie (milieu de culture, temps, 
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condition anaérobie, …) et il n’est pas assuré que le probiotique puisse coloniser durablement 

l’intestin des individus inoculés. En effet, une étude a montré que des espèces bactériennes 

telles que Enterococci ou Bacilli en culture pure, ne parvenaient pas à coloniser durablement 

le système digestif de jeunes individus [278]. Pourtant, ces bactéries sont souvent utilisées en 

tant que probiotiques [226]. La liste des types de bactéries pouvant être transférées entre un 

adulte et de jeunes poussins montre également que toutes les bactéries ne sont pas capables 

de coloniser durablement les jeunes [226]. Une étude en 2019 a testé 76 bactéries anaérobies 

de l’intestin du poulet et a montré que seulement 25 d’entre elles étaient capables de 

coloniser l’intestin de jeunes poussins [278]. Malheureusement, les Christensenellaceae n’ont 

pas été testées dans cette étude. Des probiotiques de bactéries ne pouvant pas coloniser 

durablement l’intestin des individus pourraient être utilisés en complément alimentaire 

quotidiennement afin de maintenir leurs effets bénéfiques. Mais des coûts importants pour 

la filière pourraient en découler. 

Enfin, il pourrait être intéressant de développer des post-biotiques : métabolites 

naturellement synthétisées par les bactéries intestinales, ayant un effet bénéfique dans la 

santé intestinale [349, 350] tels que les SCFAs. Ces métabolites pourraient être donnés 

directement aux animaux et avoir un impact direct sur la multiplication des salmonelles. Le 

développement de ces post-biotiques nécessitera de mieux comprendre les fonctions 

réalisées par les bactéries bénéfiques afin de bien cibler les métabolites d’intérêt. La 

métagénomique et la métatranscriptomique seront deux techniques pertinentes à utiliser 

dans ces études. 

Finalement, le développement de ces prébiotiques et probiotiques, basé sur des études 

expérimentales dans des conditions environnementales fortement contrôlées, ne garantit pas 

leur efficacité pour des individus de production élevés en plein air par exemple. En effet, les 

différences de mode de vie (intérieur/extérieur) et d’alimentation entre ces individus peuvent 

avoir un effet très important sur la composition du microbiote intestinal [351, 352]. Une 

différence qui ne permettrait pas d’observer des effets bénéfiques de ces composés sur des 

animaux élevés en plein air. De même que la sélection d’individus sur la composition de leur 

microbiote pourrait ne pas être effective sur des animaux élevés en extérieur. Il sera donc 

nécessaire de confirmer les résultats obtenus dans cette thèse dans différents systèmes de 

production et sur différentes lignées de poules commerciales. 
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Pour aller plus loin, il pourrait aussi être intéressant de conjuguer les deux approches : la 

modulation du microbiote par les prébiotiques ou les probiotiques avec la sélection animale. 

En effet, il pourrait être intéressant d’optimiser les effets de la sélection génétique par la 

modulation du microbiote à travers l’alimentation. On pourrait imaginer par exemple 

sélectionner des individus sur des variants génétiques au niveau du gène Fut2, conférant à 

l’hôte la capacité de favoriser des bactéries bénéfiques contre SE telles que les 

Christensenellaceae. Néanmoins, en l’absence de ces bactéries dans le microbiote des 

individus, la sélection n’aurait pas d’effet. L’utilisation de probiotique dans l’alimentation 

pourrait donc apporter ces Christensenellaceae et donc activer les effets positifs de la 

sélection.
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Titre : Etude de l’impact de la génétique de l’hôte et de la composition du microbiote intestinal sur le portage 

de Salmonella Enteritidis chez la souris et la poule 

Mots clés : Gallus gallus, Mus musculus, Microbiote intestinal, Génétique quantitative, Immunité, Salmonella 

Résumé : Salmonella enterica Enteritidis (SE) est l’une 

des principales causes d’intoxication alimentaire 

humaine, par le biais de la consommation de produits 

aviaires (viande ou œufs) contaminés. Cette bactérie est 

portée de manière asymptomatique par la poule, mais 

peut infecter et rendre malade les consommateurs de 

ces produits. La sélection génétique et la modulation du 

microbiote intestinal sont deux moyens prometteurs de 

diminuer son portage chez la poule et sa propagation 

en élevage. Les objectifs de cette thèse sont d’identifier 

les principaux facteurs génétiques et microbiens 

contrôlant le portage individuel des salmonelles dans 

deux modèles expérimentaux. Le modèle “poulet” a été 

utilisé pour l’étude de l’impact du fonds génétique sur 

la résistance et le microbiote caecal de jeunes individus 

après une infection par SE. Des analyses de la 

composition du microbiote et de l’expression des gènes 

dans les tonsilles caecales ont été menées et ont permis 

d’identifier des bactéries intestinales (ex. 

Christensenellaceae), des gènes différentiellement 

exprimés   (ex.  Fut2)   et   des   voies   de   signalisation 

potentielles (ex. voie des acides gras à chaîne courte) 

associés avec la réponse à l’infection. Un impact 

significatif de la lignée sur la composition du microbiote 

a également été identifié. Le modèle “souris” a été 

utilisé pour l’identification de régions génomiques de 

l’hôte contrôlant le portage chronique de SE. Deux 

populations génétiques de référence, les lignées du 

Collaborative Cross (CC) et les souris du Diversity 

Outbred (DO), ont permis d’identifier de nouveaux QTls 

(Ses11 à Ses17) et des gènes candidats tels que Lingo2 

ou Btnl4 associés à la réponse à l’infection par SE. Chez 

les CC, nous avons également montré une large 

diversité des charges bactériennes dans le foie et la rate 

permettant d’identifier des lignées présentant des 

phénotypes extrêmes à SE, sensibles (ex. CC009/Unc) 

ou résistantes (ex. CC024/GeniUnc), et pouvant servir 

de nouveaux modèles expérimentaux. Ce projet a donc 

permis d'identifier de nouveaux mécanismes associés à 

la réponse à une infection par SE, grâce à l’exploitation 

de deux modèles expérimentaux complémentaires. 

 

 

Title : Study of the impact of host genetics and gut microbiota composition on Salmonella Enteritidis carriage 

in mice and chickens 
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Abstract : Salmonella enterica Enteritidis (SE) is one of 

the major human food poisoning causes through the 

consumption of contaminated poultry products (meat 

and eggs). This bacterium is carried asymptomatically 

by chickens, but is able to infect humans and cause 

diseases. Genetic selection and intestinal microbiota 

modulation are two promising ways to reduce its 

carriage in chickens and its spread in poultry farms. The 

objectives of this thesis are to identify the main genetic 

and microbial factors controlling individual Salmonella 

carriage in two experimental models. The "chicken" 

model was used to study the impact of the genetic 

background on the resistance and the microbiota 

composition of young individuals post SE infection. 

Analyses of caecal microbiota composition and gene 

expression in caecal tonsils were conducted and led to 

the identification of intestinal bacteria (e.g. 

Christensenellaceae),   differentially   expressed   genes  

(e.g. Fut2) and signalling pathways (e.g. short-chain fatty 

acid pathway) associated with the response to the 

infection. A significant impact of the line on microbiota 

composition was also identified. The "mouse" model was 

used to identify host genomic regions controlling chronic 

SE carriage. Two genetic reference populations, the 

Collaborative Cross (CC) strains and the Diversity Outbred 

(DO) mice, allowed the identification of new QTls (Ses11 

to Ses17) and candidate genes such as Lingo2 or Btnl4 

associated with the response to SE infection. In CC strains, 

we showed a high diversity of bacterial loads in liver and 

spleen, allowing the identification of strains with extreme 

phenotypes to SE, either susceptible (e.g. CC009/Unc) or 

resistant (e.g. CC024/GeniUnc), that could be used as new 

experimental models. This project has therefore allowed 

the identification of new mechanisms associated with the 

response to SE infection thanks to the use of two 

complementary experimental models. 
 

 


