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INTRODUCTION

Le microbiote intestinal est caractérisé¢ par 1’ensemble des bactéries, virus, champignons ou
parasites présents dans 1’écosystéme intestinal. Il joue un réle majeur dans la santé des individus
grace a la relation symbiotique qui existe entre 1’hdte et son microbiote intestinal (Amon,
Sanderson 2017).

Les roles du microbiote intestinal sont multiples. Il impacte bien str la santé digestive
(Minamoto et al. 2014; 2015; Suchodolski et al. 2012; 2010; Guard et al. 2015) mais son
influence va au-dela. Le microbiote intestinal stimule le syst¢éme immunitaire de I’hote (Rakoff-
Nahoum et al. 2004) et régule la réponse inflammatoire. Certaines bactéries induisent la
production de cytokines pro-inflammatoires tandis que d’autres permettent un phénotype anti-
inflammatoire (Asarat et al. 2016). D’autre part, il participe au métabolisme énergétique
notamment au travers de la régulation du stockage des graisses (Backhed et al. 2004).

Enfin, il existerait un lien entre métabolisme hormonal et microbiote intestinal, certaines études

mettant en évidence la notion de « microgenderome » (Flak, Neves, Blumberg 2013).

De par son importance, il est primordial que le jeune développe un microbiote intestinal bien
équilibré. Celui-ci se met en place des la naissance et est notamment influencé par le microbiote
vaginal de la mére au moment de la parturition (Dominguez-Bello et al. 2010).

Le microbiote intestinal du jeune continue d’évoluer dans les premiers jours de vie (Guard et
al. 2017) notamment grace au microbiote maternel au niveau de la mamelle qui est transmis
directement au nouveau-né par ingestion de lait (Rodriguez 2014). De plus, le jeune est en
contact direct avec le microbiote cutané de la mere (au travers de la tétée) et le microbiote
présent dans I’environnement (notamment fécal maternel).

Ainsi, le microbiote intestinal maternel joue un role majeur dans la mise en place du microbiote
du chiot.

Cependant, il n’existe actuellement pas d’études détaillant la composition du microbiote

intestinal de la chienne au cours de la gestation et de la lactation.

L’objectif de notre étude est donc de caractériser les modifications du microbiote intestinal chez

la chienne au cours de la gestation et de la lactation.
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Nous discuterons ensuite de possibles liens entre physiologie de la gestation et microbiote
intestinal de la mere ainsi que d’un possible passage du microbiote intestinal du tube digestif a

la glande mammaire.

La premiére partie de ce manuscrit consiste en une synthese bibliographique des principales
modifications anatomiques et physiologiques chez la femelle en gestation et en lactation. Bien
qu’une grande partie des résultats soient valables et démontrés chez I’espéce canine, certains

articles n’ont pas comme modele expérimental la chienne.

La seconde partie s’intéressera a la présentation et a la discussion des résultats expérimentaux
concernant la caractérisation du microbiote intestinal chez la chienne en gestation et en lactation
(alpha et béta diversité, variations de la composition au cours du temps). Ces résultats sont issus

d’une étude conduite sur 36 chiennes suivies du milieu de la gestation a la fin de la lactation.
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PARTIE 1: ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE SUR LES PRINCIPALES
MODIFICATIONS ANATOMIQUES ET PHYSIOLOGIQUES CHEZ LA FEMELLE
EN GESTATION ET EN LACTATION

Dans cette premicre partie, nous détaillerons les principales modifications physiologiques chez
la femelle en gestation et en lactation. Nous nous intéresserons particuliecrement aux variations
du métabolisme hormonal, du systéme immunitaire et du métabolisme énergétique nécessaires
au bon déroulement de la gestation.

Tout au long de cette présentation, nous mettrons en évidence les liens connus entre microbiote
et métabolisme hormonal, énergétique et systéme immunitaire. Ceci aura pour but d’établir un
possible lien entre les modifications physiologiques et anatomiques observées chez la chienne

en gestation et lactation et les variations de son microbiote intestinal.

1. MODIFICATIONS HORMONALES

Quelle que soit I’espece, la gestation est caractérisée par de multiples variations hormonales
nécessaires a son bon déroulement. Une des hormones principales de la gestation est la

progestérone.

1.1. La Progestérone : variations de sa concentration au cours de la gestation

Chez la chienne, contrairement a d’autres especes domestiques, la production de progestérone
commence dés la période pré-ovulatoire et elle est uniquement sécrétée par le corps jaune
(Concannon, McCann, Temple 1989; Concannon 2009) sous I’action directe ou indirecte de
plusieurs hormones lutéotropes (prolactine, cestrogenes, relaxine) (Concannon et al. 1988;

Hoffmann et al. 2004; Li et al. 1993).

Suite a ’ovulation, les concentrations en progestérone croient rapidement (de 5-6 ng/mL a
I’ovulation a 30-35 ng/mL 15 a 30 jours aprés le pic de LH (hormone lutéinisante)) avec la
maturation du corps jaune (Concannon, McCann, Temple 1989; Concannon 2009). Les
concentrations en progestérone diminuent en fin de gestation, due notamment a la production
de prostaglandines F2 alpha (PGF2alpha) par le feetus. Ceci joue un role dans I’initiation de la

mise-bas. Les principaux rdles de la progestérone sont résumés en Figure 1.
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Outre les modifications placentaires permettant le maintien de la gestation, la progestérone
permet de conserver un environnement anti-inflammatoire autour du feetus participant ainsi au
phénomeéne de tolérance immunitaire (Druckmann, Druckmann 2005; Sentman et al. 2004).

Néanmoins, son rdle ne se limite pas a I’interface avec le foetus. Elle a aussi un role direct sur

la physiologie digestive et le microbiote de la femelle en gestation.

1.2. Progestérone, physiologie digestive et microbiote intestinal

Au cours de la gestation, des phénomenes de translocation bactérienne sont observés et seront
détaillés dans une partie dédiée. Un des facteurs favorisant la translocation bactérienne est la
diminution de la motilité intestinale, induite notamment par des concentrations élevées en

progestérone (Cong et al. 2007).

D’autre part, les hormones de la gestation (cestrogénes et progestérone) sont connues pour
stimuler la croissance de certaines bactéries dont Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp.,
Streptococcus spp. et Escherichia coli (Pelzer et al. 2012). D’autres bactéries, porteuses de LPS
(liposaccharide) a leur surface (phylum Proteobacteria notamment), entraineraient des
diminutions des concentrations circulantes en progestérone. En effet, chez le chien, une étude
a montré qu’une injection intra-veineuse de LPS entrainait une diminution de la concentration
en progestérone circulante apres 3 heures (Corder-Ramos et al. 2019). Aucun lien n’a été
démontré entre une augmentation de 1’abondance de ces bactéries et les chutes de
concentrations en progestérone observées avant la mise-bas. Ces observations mériteraient

d’étre approfondies.

2. ADAPTATIONS DU SYSTEME IMMUNITAIRE

2.1. Balance entre états pro-inflammatoires et anti-inflammatoires

Le foetus est reconnu comme étranger a I’organisme maternel. Le systéme immunitaire maternel
ainsi que la réponse inflammatoire s’adaptent afin de permettre le bon déroulement de la
gestation (Saito et al. 2010).

La gestation est caractérisée par un phénotype anti-inflammatoire permettant une tolérance
immunitaire vis-a-vis du feetus tandis que I’implantation et la mise-bas nécessitent un

phénotype pro-inflammatoire pour leur bon déroulement (Fuhler 2020).

21



Il y a donc une balance entre états pro et anti-inflammatoires, médiés par des réponses

immunitaires différentes.

Chaque type de réponse immunitaire est a 1’origine de la production de différentes cytokines

pro-inflammatoires ou anti-inflammatoires (Tableau 1).

Tableau 1: Principales cytokines pro-inflammatoires et anti-inflammatoires (non exhaustif),

d’apres Sykes et al. 2012; Olejniczak, Kasprzak 2008; Opal, DePalo 2000; Mitchell et al. 1991

Cytokines pro-inflammatoires Cytokines anti-inflammatoires
IFN gamma IL4
TNF alpha IL10
L2 IL13
IL6 TGFbéta

Les cytokines pro-inflammatoires IL1, IL6 et TNFalpha participent au remaniement des tissus
et activent ’angiogénese au moment de I’implantation (Bourdiec et al. 2016; Fuhler 2020). A
la mise-bas, la cytokine TNFalpha induit la production de NFkappaB, facteur de transcription
régulant I’expression de nombreux geénes impliqués dans la mise-bas (Sykes et al. 2012).

Les cytokines anti-inflammatoires régulent I’inflammation et permettent le maintien de la
gestation entre 1’implantation et la mise-bas. Leur production est notamment permise par la
quantité croissante de lymphocytes T régulateurs au niveau du placenta au cours de la gestation

(Saito et al. 2010; Shima et al. 2015; Robertson et al. 2009).

2.2.Lien entre inflammation et microbiote intestinal maternel

Certaines bactéries du microbiote intestinal ont une action anti-inflammatoire via la production
d’acides gras a courtes chaines comme le butyrate. Ce dernier est a l’origine d’une
augmentation de la production de cytokines anti-inflammatoires (IL10) et d’une diminution de
cytokines pro-inflammatoires (IL1béta, IL6, TGFbéta) (Asarat et al. 2016). Les principales
familles productrices de butyrate appartiennent au phylum Firmicutes (Louis et al. 2004).

D’autres bactéries, porteuses de LPS a leur surface, stimulent la production de cytokines pro-
inflammatoires (IL6, TGFbéta). C’est le cas des bactéries appartenant au phylum Proteobacteria

(Asarat et al. 2016). De plus, la présence de bactéries porteuses de LPS au niveau du tractus
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digestif est associée a une augmentation de la perméabilité intestinale (Mokkala et al. 2018;
2017; Mukhopadhya et al. 2012).

Les conséquences de cette augmentation seront détaillées dans une partie dédiée.

Ainsi, des variations d’abondance de ces bactéries au cours de la gestation pourraientt

contribuer a la balance entre phénotypes pro et anti-inflammatoires.

3. METABOLISME ENERGETIQUE

Au cours de la gestation, la femelle doit subvenir aux besoins énergétiques du feetus en plus de
ses propres besoins. Au cours de la lactation, elle assure un apport énergétique pour le chiot en

exportant une grande quantité d’énergie dans le lait.

3.1. Adaptations du métabolisme énergétique au cours de la gestation — état d’insulino-

résistance

Au cours de la gestation, un apport important d’énergie doit étre dédi¢ au foetus en croissance.
Les femelles gestantes présentent un état d’insulino-résistance qui permet de « réserver » le
glucose au feetus. La sensibilité a I’insuline peut diminuer jusqu’a 40% au cours de la gestation
(Balogh et al. 2018). En parall¢le, une autre source d’énergie doit étre mobilisée pour subvenir
aux besoins de la femelle gestante. Ceci se fait via la lipolyse.

En I’absence de transport de glucose dans les cellules, un état d’hypoglycémie relative se met
en place. Cet état est d’autant plus marqué que la gestation bloque les mécanismes permettant

de lutter contre I’hypoglycémie (Connolly et al. 2004; Johnson 2008).

3.2. Lien entre insulino-résistance et microbiote intestinal

L’¢état d’insulino-résistance est commun aux femelles gestantes et aux individus atteints de
syndrome métabolique. Chez ces individus, une dysbiose (altération du microbiote intestinal) a
¢té mise en évidence (Haro et al. 2016; Chassaing, Gewirtz 2014). Celle-ci serait a I’origine de
la production de cytokines pro-inflammatoires qui interféreraient avec les voies de signalisation

de I’insuline (Caricilli, Saad 2013).
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4. MODIFICATIONS ANATOMIQUES DU TUBE DIGESTIF

Au cours de la lactation, on observe une augmentation de la demande énergétique (25% chez
la femme et jusqu’a 200% chez la ratte), proportionnelle a la taille de sa portée (Cripps,
Williams 1975; Oftedal 1984; Prentice, Prentice 1988; Hammond et al. 1994). Afin de répondre
a ce besoin croissant d’énergie, la faculté de 1I’organisme maternel a absorber des nutriments
augmente tout au long de la gestation. Une étude a montré que chez des rattes gestantes le taux
d’absorption atteint un pic a la mise-bas puis reste constant au cours de la lactation (Hammond

et al. 1994).

L’absorption des nutriments se fait grace au tissu mucosal composant I’intestin. Il est
directement expos¢ aux nutriments de la lumicre intestinale, contient des enzymes permettant
leur clivage, ainsi que des transporteurs assurant le passage des produits de la lumiére intestinale
a la circulation sanguine. La capacité d’absorption dépend donc de la longueur du tube digestif
(les nutriments restent plus longtemps dans la lumiére intestinale) et de la taille de la muqueuse

intestinale (dont le role est d’absorber les nutriments) (Hammond 1997).

On observe des modifications anatomiques macroscopiques intestinales au cours de la lactation.
Une augmentation de la masse intestinale a ét¢ mise en évidence chez plusieurs especes (jusqu’a
200% chez la ratte). On observe également des modifications anatomiques microscopiques des
surfaces d’absorption : augmentation de la taille des villosités intestinales (Fell, Smith,
Campbell 1963), hypertrophie et hyperplasie de la couche mucosale (Prieto et al. 1994). Enfin,
on observe une augmentation de la perméabilité intestinale en cours de gestation (Qi et al.

2021), permettant une absorption croissante des nutriments.

5. TRANSLOCATION BACTERIENNE

Plusieurs études, basées sur 1’analyse microbiologique du lait, ont montré sa non stérilité
(Gueimonde et al. 2007; Rodriguez 2014).

Plusieurs hypothéses visaient a expliquer la présence de bactéries dans le lait (McGuire,
McGuire 2017) :

- passage de bactéries de la peau ou de la cavité buccale du nouveau-né par flux rétrograde du
lait vers la mamelle ;

- passage de bactéries de I’intestin vers la mamelle : « entero-mammary pathway ».
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Cette derniere hypothése vient du fait que 1’on retrouve au niveau du lait certaines bactéries
anaérobies strictes, telles que les bactéries du genre Bifidobacterium spp. Ces derniéres ne
peuvent donc pas provenir du microbiote cutané ou du microbiote buccal, mais pourraient avoir
migré a partir du tube digestif (Gueimonde et al. 2007).

Ce phénomene peut étre expliqué par une translocation bactérienne en fin de gestation et au
cours de la lactation du tube digestif vers la mamelle. Une étude (Perez et al. 2007) a comparé
les cultures bactériennes de nceuds lymphatiques mésentériques et de glandes mammaires chez
des souris gestantes et non gestantes. Les souris gravides présentent plus de cultures positives
(10% chez les souris contrdles contre 70% de cultures positives chez les souris gestantes). Un
jour apres la mise-bas, le pourcentage de cultures positives du nceud lymphatique diminue chez
les souris gestantes mais 80% des individus gestants présentent des bactéries au niveau de leur

glande mammaire.

Une autre étude a permis de mettre en évidence cette translocation bactérienne a travers une
administration orale de probiotiques marqués par un gene de bioluminescence. On retrouve les
bactéries marquées dans le lait mais aussi dans des biopsies réalisées au niveau des plaques de

Peyer et de la glande mammaire (de Andrés et al. 2017).

Cette translocation bactérienne est favorisée par les modifications anatomiques et
physiologiques observées au cours de la gestation et mentionnées plus haut comme
I’augmentation de la perméabilité intestinale, la diminution de la motilité intestinale et du
péristaltisme ou les modifications du microbiote intestinal (Berg 1995). Elle se fait grace a
I’interaction entre les cellules épithéliales intestinales et les cellules dendritiques. Ces dernicres
« piochent » directement dans I’intestin les bactéries d’intérét. Ensuite, elles expriment des

protéines de la barriere épithéliale afin de préserver son intégrité (Rescigno et al. 2001).

6. MODIFICATIONS DU MICROBIOTE INTESTINAL

Comme nous I’avons vu tout au long de cette premiére partie, le réle du microbiote intestinal
n’est pas limité a la sphere digestive mais il est directement impliqué dans le métabolisme
hormonal, les processus inflammatoires et le métabolisme énergétique. Ainsi, un lien peut étre
proposé entre modifications du microbiote intestinal et physiologie de la gestation. Une étude
amis en évidence cette hypothese en inoculant des microbiotes intestinaux de femmes enceintes

au premier et au troisieme trimestre de gestation a des souris non gravides dites « germ free »
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(¢levées de manicre a éviter toute exposition a des micro-organismes). Cela a entrainé des
symptomes de syndrome métabolique chez ces souris (insulino-résistance et prise de poids),

qu’on retrouve aussi chez les femelles gestantes (Koren et al. 2012).

Enfin, le role du microbiote intestinal de la mére dépasse son impact sur la physiologie de la
gestation. En effet, il joue également un réle dans le développement du microbiote du nouveau-
né. La mere est une source de bactéries pour le chiot dés la mise-bas via le microbiote vaginal.
Le microbiote intestinal du chiot continue ensuite d’évoluer par contact avec les microbiotes
buccal, cutané ou fécal de la mere. Comme détaillé dans la partie précédente, le lait maternel
joue également un role dans la mise en place du microbiote intestinal du jeune (Rodriguez et
al. 2001; Guard et al. 2017; McGuire, McGuire 2017; Gueimonde et al. 2007; Jost et al. 2014;
Perez et al. 2007).

Ainsi, une dérive de la flore intestinale de la mere peut perturber le développement

physiologique du feetus et entrainer une dysbiose chez le chiot nouveau-né.

PARTIE II : ETUDE EXPERIMENTALE SUR LES MODIFICATIONS DU
MICROBIOTE INTESTINAL CHEZ LA CHIENNE EN GESTATION ET EN
LACTATION

1. PROBLEMATIQUE, OBJECTIFS ET HYPOTHESES

L’objectif de notre étude était d’évaluer la composition et les modifications du microbiote

intestinal chez la chienne au cours de la gestation et de la lactation.

De par son role central dans la santé, il semble important que le jeune acquieére un microbiote
bien équilibré dés sa naissance. Dans la mesure ou il existe un lien entre microbiote intestinal
maternel et microbiote du jeune, les variations du microbiote intestinal de la mére au cours de
la gestation et de la lactation semblent donc primordiales. Or, le microbiote intestinal n’a jamais
¢été évalué chez la chienne gravide malgré son importance pour le nouveau-né ou encore pour
les statuts hormonal, immunitaire, inflammatoire et métabolique de la femelle, bouleversés au

cours de la gestation.
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Cette étude vise a établir un lien entre évolution du microbiote au cours du temps et adaptation

de I’organisme maternel a la gestation et a la lactation.

Nos hypothéses sont les suivantes :

- L’alpha-diversité (la richesse bactérienne ou diversité chez une méme chienne) et la béta-
diversité (profil bactérien ou diversité entre les différentes chiennes) évoluent au cours de la
gestation et de la lactation ;

- L’abondance des différents taxa de bactéries évolue de maniére significative au cours de la

gestation et de la lactation.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Animaux inclus dans [’étude

Notre étude s’est déroulée entre Novembre 2020 a Avril 2021 au sein d’un élevage canin.
Quarante chiennes reproductrices de formats raciaux moyen (> 15kg) et grand (>25kg) ont été
mises a la saillie a J1 et J2 post-ovulation, le jour d’ovulation étant défini par une
progestéronémie supérieure a 8§ ng/mL. Un diagnostic de gestation par échographie réalisé entre
25 et 30 jours post-ovulation a confirmé une gestation chez 36 chiennes.

Les trente-six chiennes inclues par la suite dans 1’étude étaient de 9 races différentes (Tableau
2). Les chiennes avaient un age moyen de 3,3 ans +/-1,1 an (moyenne +/- écart-type).

Au premier jour de 1’é¢tude (a J28 post-ovulation), les chiennes présentaient une note d’état
corporel (NEC évaluée sur 9 points) de 5 +/- 1, associée a un poids de 23,4 kg +/- 3,4 kg pour
les races de format moyen et de 31,8 kg +/- 3,8 kg pour les races de grand format. Au début de
I’é¢tude, 15 chiennes présentaient un poids optimal (NEC de 4 et 5), 2 chiennes étaient
considérées en sous-poids (NEC de 2 et 3), 17 chiennes en surpoids (NEC de 6 et 7) et 2 comme
obeses (NEC de 8 et 9). Cinq chiennes de 1’étude €taient primipares, 16 chiennes avaient eu

entre une et trois portées, 14 chiennes avaient eu plus de trois portées.
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Tableau 2: Caractéristiques de 36 chiennes inclues dans 1’étude a J28 de gestation

Grand 0 1-3

-1,1 -1,9
-1,2 -25

Moyen

- Berger Australien : §
- Dalmatien : 1

- Berger Allemand : 1
- Berger Blanc Suisse : 3
- Bouvier Bernois : 6 -1,6 -2,5
- Boxer : 1 -1,9 -2,6
- Golden Retriever : 8 -3 -2,7
- Labrador : 6 =27
- Montagne des Pyrénées : 2 -2,7
-2,7
-3
-3
-3,1
-3,1
-33
-34
-34
-34

Total 9 27 5 16

28

>3 1-5 6-9 <30
-33 -3/9:2 -6/9:11 - 18,9
-3,5 -4/9:9 -7/9:6 - 19,7
-3,5 -5/9:6 -8/9:2 -20,0
-3,7 -204
-4,1 -21,1
-4,1 -21,2
-43 -21,9
-4,4 -225
-4,5 -24,6
-4,9 -24.8
-5,1 -264
-5,6 - 26,8
-5,9 -274
-5,9 -27,6
- 28,1

-284

-284

- 28,5

- 28,7

- 28,8

-29,0

14 17 19 21

>30

-30,2
-30,3
-31,0
-31,1
-31,9
-32,0
-324
-32,7
-32,8
- 33,8
- 34,1
-34,8
-35,5
- 38,0
- 38,6

15



2.2. Logements et conditions de vie des animaux

L’¢tude s’est déroulée dans un unique €élevage canin francais. Toutes les chiennes ont été logées
et nourries selon les mémes conditions.

De la fécondation a la derniére semaine avant la date prévue de mise-bas, les femelles ont été
logées dans des parcs individuels extérieurs, dans un batiment dédi¢ aux femelles gestantes.
Elles ont recu un unique repas par jour (composition et ration détaillées en 2.4.) et de I’eau a
volonté.

Entre cinq et huit jours avant la date prévue de mise-bas, les femelles ont été transférées vers la
maternité ou elles ont logé dans des box individuels. La moiti¢ de la surface au sol de chaque
box était pourvue d’un systéme de chauffage. Deux jours avant la date prévue de mise-bas, une
a deux lampes chauffantes ont été installées. Les femelles ont re¢u deux repas par jour répartis
dans deux gamelles.

Entre cinq et six semaines apres la mise-bas, les femelles ont ét¢ déplacées dans un batiment
dit de nurserie ou elles sont restées jusqu’au sevrage des chiots, a savoir entre 8 et 9 semaines.
Une lampe chauffante y a été installée pour les chiots jusqu’a 7 semaines d’age.

La distribution de la nourriture a été identique a ce qui avait été fait en maternité. L’eau a été

distribuée a volonté dans une gamelle ainsi que dans un systéme d’abreuvoir automatique.

2.3. Protocole de prophylaxie médicale des meres

Au cours du mois précédant 1’ovulation, les femelles ont recu deux vaccins :

- Vaccin VANGUARD ® CPV (Zoetis, Malakoff, France) : Parvovirus canin (virus atténug),
- Vaccin BIOCAN Novel ® DHPPi+L4 (Bioveta, [Ivanovice na Hané, République Tcheque) :
Virus de la Maladie de Carré (virus atténué), Adénovirus canin de type 2 (virus atténué),
Parvovirus canin de type 2b (virus atténué), Parainfluenza canin de type 2 (virus atténué),
Leptospira interrogans serovar icterohaemorrhagiae, serovar bratislava et serovar canicola
(inactivés), Leptospira kirschneri serovar grippotyphosa (inactive).

A D’entrée en maternité, les futures meres ont recu une pulvérisation contenant un traitement
antiparasitaire : 1 mL/L d’eau, phoxime, SEBACIL ® 50% Solution, 500 mg/mL (Elanco,

Cuxhaven, Allemagne).
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2.4. Régime alimentaire des meres
2.4.1. Régime alimentaire des meres au cours de la premicére partie de gestation

Au cours de la premiére partie de gestation (de I’ovulation au 30°™ jour de gestation), les méres
ont été nourries avec un aliment complet sec pour chien adulte (Annexe 1). La conservation de
I’aliment s’est faite dans un endroit frais et sec.

La ration alimentaire des futures meres a €té calculée de la manicre suivante (g/j) :

Rati -
alon—EM

Avec BE, le besoin énergétique (en kcallj) :
BE =130 x PV%75 x k

Avec PV le poids vif (en kg) et k le facteur de correction du statut

physiologique (ici k = 1,1 car en gestation)

Et EM, I'énergie métabolique de I'aliment (kcal/g) :

EM = 0.1464 X %PB + 0.3556 X %MG + 0.1464 X %ENA
. 4.1855
Avec %PB le taux de protéines brutes (en %), %MG le taux matieére grasse

(en %), ENA le taux d’énergie non azotée (en %) et 4.1855 le taux de

conversion d’une calorie en Joule

2.4.2. Régime alimentaire des meres au cours de la seconde partie de gestation

et au cours de la lactation

A partir du 30°™ jour de gestation et tout au long de la lactation, les chiennes ont recu un aliment
complet sec pour chiots (Annexe 2) deux fois par jour. L’aliment a été conservé en intérieur
dans un endroit frais et sec. La quantité de croquettes distribuée a été¢ adaptée tous les jours a
chaque chienne en fonction de la consommation de la veille et de leur prise de poids

hebdomadaire.
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2.5. Mesure des parameétres de santé de la mere

Chaque chienne a été suivie durant 12 semaines (+ /- 5 jours), du jour de I’ovulation au 58°™m¢
jour post-partum.

Le protocole expérimental est présenté en Figure 2.

GESTATION LACTATION

Début Diagnostic

d’estrus  Ovulation de Gestation Mise-bas P Jours Post-Partum
REGIME REGIME
ADULTE ADULTE
JO 128 J56  160-165 P1 P21 P28 P56
Poids Poids Poids Poids Poids Poids
NEC NEC _ NEC NEC NEC NEC
Ecouvillon Ecouvillon Ecouvillon Ecouvillon Ecouvillon
Rectal Rectal Rectal Rectal Rectal

Relevé de la prise Relevé de la prise
alimentaire alimentaire

Recensement des traitements administrés (antibiotiques, anti-

inflammatoires, soutiens digestifs)

Figure 2: Synthése du protocole expérimental. Les jours de suivis ont été codifiés selon la
période ante-partum (J) et post-partum (P), suivie du numéro du jour correspondant (Jn est le
n-¢me jour de la période ante-partum, avec n=0 le jour de I’ovulation; Pn est le n-¢me jour de

la période post-partum, avec n=0 le jour de la mise-bas)

Tous les traitements mis en place chez les différentes chiennes au cours de la gestation et de la

lactation ont été systématiquement recensés.

2.5.1. Suivi de la prise alimentaire

La prise alimentaire a ét¢ mesurée quotidiennement entre J28 et J56 au cours de la gestation et
entre P1 et P21 au cours de la lactation.

A T’aide d’une balance ¢électronique (capacité 5000g, précision 1g, BOSHQ6VND3, EDCO
Eindhoven BN, Eindhoven, Pays-Bas), le contenu des gamelles a été pesé avant et aprés chaque

repas. La différence entre la quantité¢ de croquettes distribuée et la quantité de croquettes
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restante le lendemain a été calculée et a permis de déduire la prise alimentaire de la veille afin

d’adapter la ration du jour.

2.5.2. Suivi du poids

Au cours de la gestation, les meres ont été pesées a JO (jour de I’ovulation), J28 et J56 post-
ovulation. Au cours de la lactation, elles ont été¢ pesées a P1 (lendemain de la mise-bas), P28 et
P56 (c’est-a-dire 28 et 56 jours post-partum).

Les méres ont été pesées a I’aide d’une balance électronique (capacité 200 kg, précision 100g,

Soehnle Industrial Solutions GmbH, Backgnang, Allemagne).

2.5.3. Suivi de la Note d’Etat Corporel

A chaque pesée des meres, la Note d’Etat Corporelle (NEC) a été évaluée a partir de la grille
disponible en Annexe 3. La NEC s’évalue selon un systéme de notation allant de 1 (maigreur
sévere) a 9 (obésité morbide).

Les NEC ont été évaluées par différents opérateurs ayant suivi la méme formation.

2.5.4. Pathogenes et traitements

Certains pathogenes €taient connus comme circulants dans 1’élevage tels que le parvovirus, le
coronavirus digestif et Giardia spp.
Dans le cas ou les méres présentaient des signes cliniques (diarrhée, hyperthermie, mammite,
éternuements, abattement), des traitements ont ét€¢ mis en place par le personnel de 1’¢levage,
sans confirmation du diagnostic par des tests de dépistage.
Les traitements antibiotiques ayant €t¢ administrés sont les suivants :
- Principe actif : Métronidazole
e FLAGYL® : 25 mg/kg PO, comprimés de 500 mg (Sanofi, Paris, France),
e ERADIA ® : 50 mg/kg PO, suspension buvable 125 mg/mL (Virbac, Carros, France),
e METRONIDAZOLE BIOGARAN ® : 25 mg/kg PO, comprimés de 500 mg (Biogaran,

Colombres, France).

32



- Principe actif : Amoxicilline, acide clavulanique
e SYNULOX® : 14 mg/kg IM, suspension injectable 140 mg/mL d’amoxicilline et 35

mg/mL d’acide clavulanique (Zoetis, Malakoff, France).

- Principe actif : Benzylpenicilline, Dihydrostreptomycine
e SHOTAPEN® : 5,3 mg/kg IM de benzylpenicilline130,38 mg/mL et 6,7 mg/kg IM de
dihydrostreptomycine 164 mg/mL (Virbac, Carros, France).
- Principe actif : Doxycycline
e DOXYVAL® : 10 mg/kg PO, comprimés de 100 mg (Ceva, Santé animale, Libourne,

France).

Les traitements anti-inflammatoires ayant ét¢ administrés sont les suivants :
- Principe actif : Méloxicam (AINS)
e INFLACAM® : 0,2 mg/kg SC, suspension injectable 20 mg/mL (Virbac, Carros,
France),
e METACAM® : 0,2 mg/kg SC, suspension injectable 5 mg/mL (Boehringer Ingelheim
Animal health France, Lyon, France).
- Principe actif : Dexaméthasone (AIS)
e DEXALONE® : 0,09 mg/kg IM, suspension injectable 1,8 mg/mL (Dopharma France

SAS, Vair sur Loire, France).

Les traitements de soutien digestif ayant ét¢ administrés sont les suivants :
- Probiotiques et prébiotiques :
e ENTEROMICRO® : Enterococcus faecium et prébiotiques, Complexe (MP Labo,
Grasse, France),
e SYNBIOTIC D-C® : Enterococcus faecium et prébiotiques (TVM France, Lempdes,
France).

- Argile : argile bentonite, smectite 75% (Lafaure SAS, Mazeyrolles, France).

En cas d’otite les traitements auriculaires suivants ont ét¢ administrés :
- Nettoyant auriculaire :

e OTOPROF® (MP Labo, Grasse, France),

e OREXIDINE® (MP Labo, Grasse, France).
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- Suspension auriculaire EASOTIC® : hydrocortisone 1,11 mg/mL, miconazole 15,1 mg/mL,

gentamicine 1505 Ul/mL (Virbac, Carros, France).

En cas de dermatose, les traitements dermatologiques suivants ont été¢ administrés :
- Pommade nettoyante et antiseptique DERMAFLON® : acide malique 3,75 mf, acide
benzoique 0,25 mg et acide salicylique 0,06 mg (Zoetis, Malakoff, France).

En cas de dystocie, de ’ocytocine a été administrée aux femelles (entre 5 et 10 Ul en intra-
musculaire, OCYTOVEM ®, 10 Ul/mL (CEVA Santé animale, Libourne, France)).

Une seule chienne a nécessité une césarienne apres la naissance de 10 chiots par voie naturelle
dont un chiot mort-né et un chiot euthanasié¢ en raison d’une malformation ano-rectale. La

chirurgie a résulté en un chiot mort-né.

2.6. Prélevements réalisés sur les meres

2.6.1. Réalisation des prélévements

Des écouvillons rectaux ont été réalisés a J28 et J56 (28 et 56 jours post-ovulation) ainsi qu’a
P1 (lendemain de la mise-bas), P28 et P56 (28 et 56 jours post-partum) a I’aide d’écouvillons
stériles (Ecouvillon sec stérile, COPAN). L’écouvillon a été introduit a environ 2 cm de
profondeur dans le rectum puis tourné 2 fois. Les prélévements ont été réalisés en évitant au

maximum une contamination de I’écouvillon par le milieu extérieur.

2.6.2. Stockage des prélevements

Apres identification, les prélévements ont été stockés a une température de -20°C dans un
congélateur sur le lieu d’expérimentation.

Lorsque le nombre de prélévements a €té suffisamment important et maximum 1 mois apres la
date de prélévement, les échantillons ont été envoyés au laboratoire d’analyse dans de la

carboglace. IIs ont ensuite été stockés a -80°C au laboratoire jusqu’a leur analyse.
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2.7. Traitements des échantillons

L’extraction d’ADN a partir des écouvillons rectaux a ¢été réalisée au sein du laboratoire
Lallemand (Lallemand SAS, Blagnac, France) a 1’aide du kit Quick-DNA Fecal/Soil Microbe
Miniprep (Zymo Research, ville, USA). La PCR a été effectuée au niveau des régions V3-V4
du géne ARN 16S (genes spécifiques des bactéries). Les amorces universelles utilisées sont :
341F (Muyzer, de Waal, Uitterlinden 1993) et 806R (Caporaso et al. 2011). Les PCR ainsi que
le séquencage de I’ADN ont été réalisés au sein du laboratoire GenoToul GET (GenoToul,

INRAE, Auzeville, France) avec la plateforme Illumina HiSeq.

2.8. Analyse des données

2.8.1. Préparation des données de séquencage

Les données de séquencgage ont ¢té analysées en suivant un pipeline de bioinformatique basé
sur les recommandations FROGS (Find, Rapidly, OTUs with Galaxy Solution) (Escudié¢ et al.
2018).

Apres I’étape de nettoyage de données, les séquences ont été classées en OTUs (Unités
Taxonomiques Opérationnelles) puis assignées au niveau des différents taxa selon la base

SILVA version 138.

Dans cette étude, ont été gardés les OTUs :
- Présents dans au moins 5 échantillons,
- Possédant plus de 0,005% des séquences,

- N’appartenant pas a phiX (ADN utilisé pour « booster » le séquengage).

Les chimeres, séquences d’ADN obtenues a partir de deux séquences mére et pére, ont été
retirées. Pour retirer ces chimeres, FROGS vérifie que les séquences mere et pere sont dans le

méme cluster que la chimere. Si ¢’est le cas, celle-ci est gardée, sinon elle est retirée.

Dans I’idéal, une identification du micro-organisme se fait jusqu’au rang d’espece. Mais dans
la grande partie des cas, les derniers niveaux de classification taxonomique n’ont pas été

accessibles.
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Pour rappel, les différents rangs taxonomiques sont : Régne — Phylum — Classe — Famille —
Genre — Espece. Dans notre étude, la plupart des micro-organismes ont ¢té identifiés jusqu’au

rang de Famille.

Lorsque les taxa d’une séquence n’ont pas €t€¢ reconnus, ceux-ci ont été classés comme
inconnus (ex. « unknown family / unknown genus / unknown species »). Dans le cas ou un
OTU ¢était composé de séquences différentes, 1’ensemble des taxa a partir de ce rang a été

considéré comme des « multi-affiliations ».

2.8.2. Analyse d’alpha diversité

L’analyse de 1’alpha-diversité a été réalisée a partir de la table d’abondance des OTUs. La
diversité alpha mesure la richesse intra-échantillon. Dans notre étude, elle correspond a la
diversit¢ d’OTUs chez une méme chienne. L’alpha-diversité¢ a été mesurée selon I’indice
d’InvSimpson qui met en évidence la probabilité inverse que deux séquences bactériennes

sé¢lectionnées au hasard dans une population appartiennent a la méme espece.

Afin de mettre en évidence I’effet de la date de prélévement sur I’alpha-diversité ainsi que sur
I’abondance des taxa, un premier test statistique non paramétrique pour données appariées a été

réalisé avec le logiciel R (package stats) : ANOVA de Friedman.

Dans le cas ou la p-value du test ANOVA est < 0,05, plusieurs tests de Wilcoxon pour données
appariées ont €té réalisés (tests non paramétriques) afin de déterminer précis€ément entre quelles
variables la ou les différences significatives sont observées (test de comparaison multiple). Une
correction de Bonferroni a alors été appliquée a ces tests pour corriger les seuils des tests de
comparaisons multiples. Dans notre cas, 4 comparaisons ont été réalisées donc, si la p-value est
inférieure a 0,0125, la variation a été considérée comme significative. Les variations

significatives sont reportées sur les graphiques par une *.

2.8.3. Analyses de béta-diversité

L’analyse de la béta-diversité a été réalisée a partir de la table d’abondance des OTUs. La
diversité béta mesure la diversité inter-échantillons. Elle est calculée a partir de 1’abondance

relative des taxons. Dans notre étude, la béta-diversité correspond a la diversité microbienne
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qui existe entre toutes les chiennes de 1’étude. Autrement dit, c’est 1’« effort » qu’il faudrait
apporter pour transformer une communauté (chienne 1) en une autre (chienne 2). La béta-
diversité a été mise en évidence selon I’indice de Bray Curtis. C’est une méthode quantitative
qui permet d’évaluer les différences entre deux échantillons en comparant 1’abondance des
OTUs dans chacun de ces échantillons. Si I’indice de Bray Curtis est proche de 0, cela signifie
que les populations présentent une majorit¢ d’OTUs en commun, avec des valeurs d’abondance

proches.

Afin de comparer statistiquement 1’index de Bray Curtis entre deux dates, une analyse de
variance multivariée par permutations (PERMANOVA a 9999 permutations) a été réalisée a
I’aide du package vegan de R. Si la p-value était inférieure a 0,05, la variation a été considérée

comme significative.

2.8.4. Analyses de la composition

Des tests statistiques ont été réalisés au niveau de trois taxa : phylum, famille, genre.

Un test statistique non paramétrique pour données appariées (ANOVA de Friedman) a tout
d’abord été réalisé. Dans le cas ou ce test a mis en €évidence une variation significative de
I’abondance au cours du temps, plusieurs tests de Wilcoxon pour données appariées ont été
réalisés. Comme dans le cas de ’analyse de ’alpha-diversité, une correction de Bonferonni a
été appliquée (quatre comparaisons ont été¢ effectuées donnant ainsi une p-value de référence

de 0,0125).

De plus, des analyses statistiques (tests de Student aprés normalisation des données) grace aux
logiciels FROGS et Galaxy (Goecks et al. 2010) ont été réalisés afin de mettre en évidence le
degré de similitude entre des populations bactériennes entre deux dates. Ces résultats sont
représentés dans la partie 3. sous la forme de Volcano-Plot. Chaque point représente un OTU.
L’abscisse correspond au log-ratio et I’ordonnée correspond a la p-value ajustée. Ainsi, plus le
nombre d’OTUs assimilé avec une p-value ajustée < 0,05 est grand, plus les populations
microbiennes entre les deux dates sont similaires. Par exemple, pour une comparaison entre J28
et J56, les points verts correspondent aux OTUs les plus représentés a J28 et les points orange
a J56. Les points gris représentent des OTUs qui ne sont pas significativement plus présents a

J28 qu'a J56.
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L’ensemble des analyses et graphiques réalisés dans cette étude ont été générés avec la
plateforme Galaxy (Goecks et al. 2010) et le logiciel R Studio (version 4.2.0) (R Studio Team
2022). Les données sont présentées avec des graphiques de type boite a moustache. Les traits
représentés sur les boites a moustache correspondent a (de bas en haut) : valeur minimale,
quartile 1, médiane, quartile 3 et valeur maximale. Les points représentent les valeurs extrémes.

Les variations significatives sont reportées sur les graphiques par une *.

3. RESULTATS
3.1. Description de la population

Dans cette partie nous allons présenter I’évolution des différents parameétres de santé des 36
chiennes inclues dans notre étude tels que la NEC, le poids, la prise alimentaire et les traitements

administreés.

3.1.1. Suivi de la NEC

En moyenne, les chiennes ne présentaient pas de variations importantes de leur NEC au cours
de la gestation ou de la lactation, a part au moment de la mise-bas (Figure 3). En effet, on
observe une chute de la NEC dans les jours précédant la mise-bas (de J56 a P1) puis une

augmentation de celle-ci au cours de la lactation (de P1 a P28 puis de P28 a P56).
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Figure 3: Evolution de la note d’état corporel des 36 chiennes de 1’¢tude entre le jour
d’ovulation (JO) puis au cours de la gestation (J28, J56) et au cours de la lactation (P1, P28,
P56)

3.1.2. Suivi de la prise alimentaire

Une augmentation de la prise alimentaire a été observée chez les chiennes au cours de temps
avec un pic pendant la période de lactation (Figure 4).

Lors de la gestation (de J30 a PO, jour de mise-bas), les chiennes mangeaient en moyenne 551
g +/- 8g de croquettes. En premiere partie de lactation (de PO a P21), elles ingéraient 831g +/-
192g de croquettes et 1034g +/- 358g en seconde partie de lactation (de P21 a P56).
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Figure 4: Evolution de la prise alimentaire des 36 chiennes de 1’étude sur trois périodes : en
cours de gestation (de J30 a PO, jour de mise-bas), en premiere partie de lactation (de PO a P21)

et en seconde partie de lactation (de P21 a P56)

3.1.3. Suivi du poids

Les courbes de poids au cours de la gestation et de la lactation des chiennes de moyens (Figure
5) et de grands formats (Figure 6) suivent la méme évolution.

Une prise de poids en seconde partie de gestation a été observée pour I’ensemble des chiennes
(de J28 a J56) avec une augmentation moyenne de 5,4 kg +/- 0,6kg chez les chiennes de grand
format et de 4,4 +/- 0,3 kg chez les chiennes de moyen format.

Dans les jours suivant la mise-bas (de J56 a P1), les chiennes ont présenté une diminution de
leur poids : de 6,2 kg +/- 0,5 kg pour les grandes races et de 4,7 kg +/- 0,5 kg pour les races
moyennes.

Au cours de la premicere partie de la lactation, les chiennes de 1’étude ont a nouveau présenté
une prise de poids : de 1,3 kg +/- 0,4 kg pour les grandes races et de 1,5 kg +/- 0,8 kg pour les

races moyennes.
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Figure 5: Evolution du poids des 36 chiennes de moyen format au cours de la gestation (J28,

J56) et au cours de la lactation (P1, P28, P56)
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Figure 6: Evolution du poids des 36 chiennes de grand format au cours de la gestation (J28,

J56) et au cours de la lactation (P1, P28, P56)

3.1.4. Synthese des traitements administrés aux chiennes au cours de
I’étude

En ante-partum, 5 chiennes ont recu des antibiotiques dont 2 dans les jours précédant la mise-
bas (de J56 a P1). Une seule chienne a regu des prébiotiques et probiotiques au cours de la
gestation. Une seule a recu des AINS (Anti-inflammatoires non-stéroidiens) et une seule autre

arecu des AIS (anti-inflammatoires stéroidiens).

En post-partum, 19 chiennes ont recu des antibiotiques, 9 chiennes ont recu des anti-
inflammatoires non-stéroidiens (AINS) et 2 des anti-inflammatoires stéroidiens (AIS). 3
chiennes ont recu de 1’argile et 4 chiennes ont regu des probiotiques et prébiotiques.

Les périodes d’administration des différents médicaments ainsi que les pourcentages de

chiennes en ayant regu sont résumés dans le Tableau 3.
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Tableau 3: Récapitulatif des traitements administrés aux 36 chiennes de I’étude au cours des

différentes périodes (en pourcentage de chiennes ayant recu le traitement)

3.2. Alpha-diversité

Des variations significatives de 1’alpha-diversité au cours du temps ont été¢ observées dans notre
étude (p<0,001 ; Figure 7). Une diminution significative de 1’indice d’InvSimpson a été notée
au cours de la gestation (entre J28 et J56), suivie d’une augmentation significative dans les jours
précédant la mise-bas (entre J56 et PI). L’alpha-diversit¢ a continu¢ d’augmenter
significativement dans la premiere partie de lactation (entre P1 et P28), mais pas en fin de

lactation.
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Figure 7: Variations de la richesse bactérienne intra-échantillon (alpha-diversité) chez les 36
chiennes selon leur stade physiologique : en gestation (J28, J56) ou en lactation (P1, P28, P56)

—M¢éthode utilisée : InvSimpson

3.3. Béta-diversité
Les tests d’ANOV A par permutations ont mis en évidence une variation significative des profils

bactériens entre les chiennes a différents stades de gestation et de lactation, excepté pour la

comparaison entre J28 et J56 (Tableau 4).
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Tableau 4: Résultats du test ’ANOVA par permutation réalisé afin de comparer deux a deux
les profils bactériens des 36 chiennes selon le stade de gestation ou de lactation via I’indice de

Bray Curtis (J28, J56 au cours de la gestation et P1, P28 et P56 au cours de la lactation

J28 J56 P1 P28 P56
J28
J56 0,14
P1 0,01 0,01
P28 0,01 0,01 0,01
P56 0,01 0,01 0,01 0,01

Trois profils bactériens sont distinguables selon le résultat de I’analyse en composantes
principales (Figure 8) : premier profil au cours de la gestation, deuxiéme profil en post-partum

et troisieme lors de la lactation.

0.24
P Dates
= 128
= - J56
~ - P1
< 024 P56

-0.4

-0.6

04 00 04 0.8

Axe 1 (19,3%)
Figure 8: Profils bactériens (béta-diversit¢) chez les 36 chiennes selon leur stade
physiologique: en gestation (J28, J56) ou en lactation (P1, P28, P56). Méthode utilisée : analyse

en composantes principales (indice de Bray Curtis)
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3.4. Abondance des différents taxa au cours de la gestation et de la lactation

34.1. Principaux phylums et leur évolution au cours du temps
Dans notre étude, cingq principaux phylums ont ét¢ mis en évidence chez les chiennes en
gestation et en lactation: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria et

Fusobacteria.

Le phylum Firmicutes s’est montré majoritaire tout au long de la gestation et de la lactation
mais les proportions entre les différents phylums ont présenté une variation au cours du temps
(Tableau 5 ; Figure 9.A). En effet, des variations significatives ont été observées pour les
phylums suivants : Firmicutes, Bacteroidetes et Proteobacteria (Tableau 5 ; Figure 9.B).

Une augmentation significative a été observée pour le phylum Firmicutes en post-partum par
rapport a la fin de la gestation : 1’abondance relative a été¢ de 36% a J56 et de 55% a P28
(Tableau 5 ; Figure 9.C).

Une augmentation significative de ’abondance du phylum Bacteroidetes a été observée dans
les jours précédant la mise-bas (de 16% a J56 a 25% a P1) suivie d’une diminution significative
en premiere partie de lactation (de 25% a P1 a 17% a P28). On observe les mémes variations
de I’abondance du phylum Proteobacteria au cours du temps (de 6% a J56 a 10% a P1, puis 5%
a P28) (Tableau 5 ; Figure 9.C).

Tableau 5: Abondance des cinq principaux phylums chez 36 chiennes de 1’étude au cours de

la gestation (J28 et J56) et de la lactation (P1, P28 et P56) dans I’ordre décroissant

J28 J56 P1 P28 P56
Firmicutes Firmicutes Firmicutes Firmicutes Firmicutes
(44,0%) (36%) (32%) (55%) (50%)
Bacteroidetes Actinobacteria  Bacteroidetes Bacteroidetes Bacteroidetes
(19%) (27%) (25%) (17%) (19%)
Actinobacteria  Bacteroidetes Actinobacteria  Fusobacteria Fusobacteria
(15%) (16%) (17%) (14%) (14%)
Fusobacteria Fusobacteria Fusobacteria Actinobacteria  Actinobacteria
(15%) (14%) (16%) (7%) (8%)
Proteobacteria  Proteobacteria  Proteobacteria  Proteobacteria  Proteobacteria
(6%) (6%) (10%) (5%) (6%)
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Figure 9: Evolution des principaux phylums observés au cours de la gestation et de la lactation
chez les 36 chiennes de I’étude. A- I’abondance relative de 1’ensemble des phylums ; B-
résultats d’analyses statistiques de 1’évolution au cours du temps pour chaque phylum ; C-
Evolution de I’abondance brute des 4 phylums
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34.2. Volcano-Plot

Les analyses via le Volcano-Plot, comparant les populations microbiennes entre deux dates, ont
permis de mettre en évidence des populations microbiennes relativement proches au cours de
la gestation (entre J28 et J56, Figure 10) et au cours de la seconde partie de la lactation (entre

P28 et P56, Figure 11).
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Figure 10: Volcano-Plot représentant les similarités (points gris en dessous de seuil de p=0.05)
et les dissimilarités des populations microbiennes chez les 36 chiennes lors de la gestation a J28

(points verts) et a J56 (points orange)
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Figure 11: Volcano-Plot représentant les similarités (points gris en dessous de seuil de p=0.05)
et les dissimilarités des populations microbiennes chez les 36 chiennes lors de la lactation a P28

(points verts) et a P56 (points orange)

En revanche, les populations microbiennes sont plus distinctes entre la fin de la gestation et le
post-partum immédiat (entre J56 et P1, Figure 12) ainsi qu’entre le début et le milieu de
lactation (entre P1 et P28, Figure 13). Cela signifie que le nombre d'OTUs dont I'abondance

différe significativement entre deux dates est plus €levé.
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Figure 12: Volcano-Plot représentant les similarités (points gris en dessous de seuil de p=0.05)

et les dissimilarités des populations microbiennes chez les 36 chiennes lors de la gestation a J56

(points verts) et la mise-bas a P1 (points orange)
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Figure 13: Volcano-Plot représentant les similarités (points gris en dessous de seuil de p=0.05)
et les dissimilarités des populations microbiennes chez les 36 chiennes lors de la mise-bas a

P1(points verts) et de la lactation a P28 (points orange)

Les Tableaux 6 et 7 représentent les bactéries pour lesquelles on observe les plus grandes
variations d’abondance entre deux dates. Les bactéries de la famille Lactobacillaceae et des
genres Lactobacillus et Ligilactobacillus ont étaient identifiées parmi les 5 OTUs les plus

abondants a J56 et P28 en comparaison de P1.

Les autres comparaisons sont présentées en Annexe 4, 5, 6 et 7 (J28 VS J56 ; J56 VS P1, P1
VS. P28, P28 VS P56).

51



Tableau 6: Les bactéries les plus abondantes a J56 (fin de gestation) comparé a P1 (J1 post-

partum) chez les 36 chiennes (tests de Student multiples)

Phylum Famille Genre
Firmicutes Lactobacillaceae Lactobacillus
Firmicutes Oscillospiraceae Unknown genus
Firmicutes Lactobacillaceae Lactobacillus
Firmicutes Lactobacillaceae Ligilactobacillus
Firmicutes Lactobacillaceae Unknown genus

Tableau 7: Les bactéries les plus abondantes a P1 (J1 post-partum) comparé a P28 (J28 de

lactation) chez les 36 chiennes (tests de Student multiples)

Phylum Famille Genre
Firmicutes Unknown family Unknown genus
Firmicutes Lactobacillaceae Ligilactobacillus
Firmicutes Lactobacillaceae Lactobacillus
Actinobacteria Bifidobacteriaceae Bifidobacterium
Firmicutes Lactobacillaceae Ligilactobacillus
3.4.3. Principales familles et genres au cours de la gestation et de la lactation

Dans cette partie, ne serons mentionnés que les familles et genres présentant des variations
significatives de leur abondance au cours du temps et ayant un intérét clinique. Les tests
statistiques effectués sont présentés en Partie 2 — 2.8.3. Les variations significatives sont

représentées directement sur les graphiques par une *.

a. Phylum Firmicutes

Dans notre étude, 25 familles ont été identifiées comme composant le phylum Firmicutes. Elles
sont représentées en Annexe 8. Les principales familles (abondance relative) sont:
Peptostreptococcaceae, Lactobacillaceae, Lachnospiraceae, Streptococcaceae et
Oscillospiraceae.

Les familles Peptostreptococcaceae, Lactobacillaceae et Streptococcaceae ont montré une

diminution a différents moments de la gestation dont le détail est présenté dans les Figures 14,
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15 et 16. Une augmentation significative de leur abondance relative en premiere partie de

lactation a ensuite été observée.

Peptostreptococcaceae
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Figure 14: Variations de 1’abondance brute de la famille Peptostreptococcaceae au cours de la

gestation et de la lactation
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Figure 15: Variations de 1’abondance brute de la famille Lactobacillaceae au cours de la

gestation et de la lactation
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Streptococcaceae
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Figure 16: Variations de ’abondance brute de la famille Streptococcaceae au cours de la

gestation et de la lactation

La famille Peptostreptococcaceae est composée en majorit¢ des genres Peptoclostridium,
Peptostreptococcus et Romboutsia (Annexe 9). Le genre Romboutsia a présenté une diminution
significative de son abondance relative dans les jours précédant la mise-bas tandis qu’une
augmentation significative du genre Peptostreptococcus a €été observée au cours de la lactation
(Figure 17, 18). Le genre Peptoclostridium a présenté une variation significative de son
abondance au cours du temps uniquement en seconde partie de lactation (de P28 a P56) (Figure

19).
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Figure 17: Variations de 1’abondance brute du genre Peptostreptococcus au cours de la

gestation et de la lactation
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Figure 18: Variations de 1’abondance brute du genre Romboutsia au cours de la gestation et de

la lactation

55



Peptoclostridium

p-value <0,001 . 1

I ns 1
6000 - . - .
ns
8 I 1 °
2
O
9 4000-
g
"g °
o [ ]
O
< 2000- | |
|
o | |
J28 J56 P1 P28 P56

Figure 19: Variations de I’abondance brute du genre Peptoclostridium au cours de la gestation

et de la lactation

La famille Lactobacillaceae est composée en majorité de trois genres : Ligilactobacillus,
Lactobacillus et Limosilactobacillus (Annexe 10). Ils ont tous trois présenté la méme tendance,
soit une diminution avant la mise-bas suivie d’une augmentation en premicre partie de lactation
(variation de 1’abondance brute du genre Ligilactobacillus au cours du temps présentée en
Figure 20, tendance identique pour les genres Lactobacillus et Limosilactobacillus ; p-value des
tests de Friedman correspondants dans le Tableau 8). Le genre Ligilactobacillus est le seul a

avoir présenté une augmentation en seconde partie de lactation (de P28 a P56).
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Figure 20: Variations de I’abondance brute du genre Ligilactobacillus au cours de la gestation

et de la lactation

Tableau 8: Résultats d’analyses d’évolution d’abondance relative des 3 genres de la famille

Lactobacillaceae au cours de la gestation et de la lactation

Famille p-value du test de Friedman
Lactobacillus <0,001
Ligilactobacillus <0,001
Limosilactobacillus <0,001

La famille Streptococcaceae était composée d’un seul genre : Streptococcus, qui a donc
présenté les mémes variations.

La famille Oscillospiraceae a présenté une variation significative de son abondance au cours
du temps (p-value du test de Friedman = 0,013) mais les tests deux a deux n’ont pas permis de
mettre en évidence le moment de changement significatif. Les genres Faecalibacterium et
Ruminococcus 1’ont composé en majorité. Le genre Faecalibacterium a présenté une
augmentation significative de son abondance en premiére partie de lactation (de P1 a P28)

(Annexe 11).
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Dans notre ¢étude, 1’abondance de la famille Clostridiaceae a varié de maniére significative (p-
value de test de Friedman = 0,002) mais les comparaisons deux a deux n’ont pas permis de
mettre en évidence le moment de changement significatif. Dans notre étude, elle était composée

en majorité du genre Clostridium (Annexe 12).

b. Phylum Bacteroidetes

Le phylum Bacteroidetes est composé en majorité de trois genres: Bacteroidaceae,
Prevotellaceae et Porphyromonadaceae (Annexe 13). La famille Bacteroidaceae a présenté
une augmentation significative de son abondance en seconde partie de gestation suivie d’une

diminution en premiére partie de lactation (Figure 21). Elle est composée uniquement du genre

Bacteroides.
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Figure 21: Variations de 1’abondance brute de la famille Bacteroidaceae au cours de la

gestation et de la lactation

La famille Prevotellaceae présente une variation significative au cours du temps non identifiée
par les tests deux a deux réalisés. Elle est composée majoritairement des genres Prevotella,
Alloprevotella et Prevotellaceae Ga6Al group qui ont un intérét clinique dans notre étude

(Annexe 14). Le genre Prevotella a présenté une diminution significative de J56 a P1 puis une
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augmentation de P1 a P28 tandis que le genre Alloprevotella présente les variations inverses.

Les résultats des analyses statistiques correspondantes sont précisés dans le Tableau 9.

Tableau 9: Résultats d’analyses d’évolution d’abondance relative des 3 genres de la famille

Prevotellaceae au cours de la gestation et de la lactation

Famille p-value du test de Friedman
Prevotella <0,001
Alloprevotella <0,001
Prevotellaceae GabAl group <0,001

Aucune différence significative n’a été mise en évidence lors des comparaisons deux a deux
entre les différentes dates étudiées pour I’abondance du genre Prevotellaceae Ga6Al group.

Une variation significative de I’abondance de la famille Porphyromonadaceae a été observée
au cours du temps (p<0,001) mais les comparaisons deux a deux n’ont pas permis de définir le

moment de ce changement significatif.

c. Phylum Actinobacteria

Les deux familles majoritaires du phylum Actinobacteria sont Corynebacteriaceae et
Bifidobacteriaceae (Annexe 15). La famille Corynebacteriaceae a présenté une diminution
significative en post-partum comme représenté dans la Figure 22. La famille
Bifidobacteriaceae a présenté quant a elle une diminution significative dans les jours précédant
la mise-bas, suivie d’une augmentation significative en post-partum, comme représenté en

Figure 23.
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Figure 22: Variations de 1’abondance brute de la famille Corynebacteriaceae au cours de la

gestation et de la lactation
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Figure 23: Variations de 1’abondance brute de la famille Bifidobacteriaceae au cours de la

gestation et de la lactation
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Dans notre étude, les familles Corynebacteriaceae et Bifidobacteriaceae sont toutes deux

composées d’un seul genre (respectivement Corynebacterium et Bifidobacterium).

d. Phylum Proteobacteria

Dans notre ¢étude, le phylum Proteobacteria est composé en majorit¢ des familles

Succinivibrionaceae, Pseudomonadaceae, Sutterellaceae et Enterobacteriaceae (Annexe 16).
Les familles Succinivibrionaceae et Sutterellaceae ont présenté une augmentation significative
de leur abondance relative au cours de la lactation, dont le détail est représenté dans les Figures
24 et 25. D’autre part, la famille Enterobacteriaceae a présenté une augmentation significative

marquée dans les jours précédant la mise-bas (Figure 26).
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Figure 24: Variations de I’abondance brute de la famille Succinivibrionaceae au cours de la

gestation et de la lactation
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Sutterellaceae
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Figure 25: Variations de I’abondance brute de la famille Sutterellaceae au cours de la gestation

et de la lactation
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Figure 26: Variations de I’abondance brute de la famille Enterobacteriaceae au cours de la

gestation et de la lactation
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La famille Succinivibrionaceae était composé d’un seul genre : Anaerobiospirillum.

La famille Sutterellaceae est composée des genres Sutterella et Parasutterella. Les résultats
d’analyses statistiques de 1’effet temps sur I’abondance des genres Sutterella et Parasutterella
sont présentés dans le Tableau 10. Les comparaisons deux a deux n’ont pas permis de mettre
en ¢évidence le moment de changement significatif d’abondance des bactéries du genre

Sutterella. Le genre Parasutterella présente les mémes variations que la famille Sutterellaceae.

Tableau 10: Résultats d’analyses d’évolution d’abondance relative des 3 genres de la famille

Sutterellaceae au cours de la gestation et de la lactation

Famille p-value du test de Friedman

Sutterella 0,004

Parasutterella <0,001

La famille Enterobacteriaceae est composée presque uniquement du genre Escherichia-
Shigella. 1l a présenté les mémes variations de son abondance que la famille Enterobacteriaceae.
La famille Pseudomonadaceae, ayant un intérét clinique dans notre étude, a présenté une
diminution significative de son abondance au cours de la gestation (de J28 a J56). Dans notre

¢tude, elle est uniquement composée du genre Pseudomonas.

4. DISCUSSION

Cette ¢tude a eu pour but d’évaluer I’évolution du microbiote intestinal chez la chienne au cours
de la gestation et de la lactation. En effet, ce dernier se révele crucial pour la santé du foetus et
du chiot nouveau-né. Ce travail présente donc des données originales sur un nombre
relativement grand d’animaux, et ayant une importance clinique pour le futur du jeune.
Cependant, et comme dans toutes €tudes, ce travail a des limites, qui seront présentées par la

suite.

4.1. Les limites de [’étude

Nous avons suivi une cohorte de 36 chiennes appartenant a 9 races de 2 formats

raciaux différents : moyen et grand.
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Cependant, les proportions entre les différentes races et formats n’ont pu étre équilibrées (sous-
représentativité des chiennes de taille moyenne ou encore des races telles que Berger Allemand,
Boxer ou Dalmatien). Il serait intéressant d’inclure et de comparer dans une étude des femelles

des différents formats, y compris de petite taille.

Pour cette ¢tude nous avons travaillé au sein d’un seul élevage afin de contrdler (voire écarter)
I’effet majeur de la nourriture et de I’environnement sur le microbiote intestinal (Jayaraman et
al., 2019). L’état corporel, ainsi que 1’age, ayant une influence sur la composition du microbiote
intestinal, nous avons constitué¢ une population équilibrée sur ces points (Wu et al., 2011 ;
Hooda et al., 2012). Cependant, de nombreux facteurs n’ont pas pu étre contrdlés du fait de

I’aspect clinique de I’étude.

Une des limites principales de cette étude est 1’utilisation massive d’antibiotiques et de
traitements de soutien digestif qui peuvent avoir un impact direct sur le microbiote intestinal
(Lange et al., 2016). En effet, de par le caractere clinique de cette étude, ces événements
imprévus étaient difficilement évitables et ont pu introduire un biais. Cependant, la majorité des
traitements antimicrobiens a ét¢ administrée aux chiennes au cours de la période de lactation.
Or, les changements significatifs du microbiote intestinal ont été observés principalement entre
la fin de gestation et le jour 1 post mise-bas (P1). Nous pouvons donc considérer que nos

observations ne sont pas liées a 1’utilisation des antibiotiques.

Une seconde limite de I’étude est le changement de régime alimentaire entre le début de
gestation (de JO a J28), ou les chiennes ont recu un régime de maintenance, et la seconde partie
de la gestation et la lactation (de J28 a P56), ou elles ont recu un régime pour chiens en
croissance. Cette modification de régime alimentaire était cependant nécessaire afin de préparer
la lactation et assurer le bien-étre des chiennes et des chiots. Afin de limiter ce biais, les deux
régimes alimentaires choisis provenaient du méme fournisseur et étaient composés de matieres
premieres identiques. Selon une étude récente, le microbiote intestinal présente des
modifications suite a un changement alimentaire 1 a 6 jours apres la mise en place de celui-ci
(Leeming et al. 2019). Il aurait donc été intéressant d’analyser le microbiote intestinal des
chiennes de 1’é¢tude une semaine apres la mise en place du nouveau régime (J35) afin d’avoir
un point de départ une fois le microbiote stabilisé. Cependant, les modifications du microbiote

intestinal les plus importantes ont lieu entre la fin de gestation et le jour suivant la mise-bas.
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Elles sont donc éloignées du changement alimentaire. Il est donc plus probable que les effets

observés soient liés a la mise-bas et non au régime alimentaire.

4.2. Modifications du microbiote intestinal lors de la gestation et de la lactation

Cette ¢tude a permis de mettre en évidence des modifications majeures du microbiote intestinal
chez la chienne en gestation, en particulier au moment de la parturition. Nous avons observé
une modification de sa richesse (nombre d’especes observées) et de sa composition (abondance
des différents taxa). Les principales modifications observées, et ayant un intérét clinique dans

notre étude, sont résumées dans le Tableau 11.

Tableau 11: Résumé des principales variations observées dans la diversité et la composition
du microbiote intestinal au cours de la gestation et de la lactation. Les fleches indiquent une
augmentation ou une diminution significative, une case vide signifie I’absence de modifications

au cours de la période étudice.

Gestation | Mise-bas | Lactation
J28-J56 J56-P1 P1-P28 P28-P56
Alpha-diversité \ 7 7
Béta-diversité Profil 1 Profil 2 Profil 3
Phylum Firmicutes 7/
Famille Lactobacillaceae \ V4
Famille Ruminococcus
- Genre Faecalibacterium /7
Phylum Bacteroidetes 7/ \
Famille Bacteroidaceae V4 \
Phylum Proteobacteria V4 \
Famille Enterobacteriaceae /7
Phylum Actinobacteria
Famille Bifidobacteriaceae \ 7/ /7
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4.2.1. Modifications des diversités alpha et béta

Dans notre étude, une diminution significative de 1’alpha-diversité a ét¢ observée au cours de
la premicre partie de gestation (de J28 a J56) suivie d’une augmentation dans les jours précédant
la mise-bas ainsi qu’en post-partum (de J56 a P28). Notre étude a aussi mis en évidence une
modification de la béta-diversité. Trois profils distincts sont observés : pendant la gestation, en
péri-partum et pendant la lactation. Le profil microbien observé au cours de la gestation a
montré le plus de variabilité inter-individus tandis que celui observé au cours de la lactation
¢tait le plus homogene.

Des modifications semblables de 1’alpha et de la béta-diversité ont été observées chez la femme
(Koren et al. 2012). Ainsi, chez le chien comme chez ’homme, on conclut donc que le nombre
d’especes bactériennes représentées chez la femelle en gestation diminue tandis que les
individus présentent une plus grande disparité inter-individuelle.

Ces modifications peuvent étre expliquées en partie par les changements hormonaux observés
lors de la gestation et de la lactation. Chez la chienne, les concentrations en progestérone
augmentent au cours de la gestation puis diminuent uniquement en fin de gestation au moment
de la lutéolyse pré-partum pour retrouver des valeurs basales en lactation (Kowalewski et al.
2015). En effet, des concentrations élevées en progestérone ont été démontrées comme
induisant une diminution de 1’alpha-diversité au sein d’une population microbienne (Nuriel-

Ohayon et al. 2019)

4.2.2. Modifications des principaux phylums

Notre étude met en évidence des variations d’abondance au cours de la gestation et de la
lactation pour trois des principaux phylums (Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria). Les
variations d’abondance des bactéries appartenant au microbiote intestinal contribuent aux
modifications physiologiques observées chez la chienne gestante, notamment pour le

métabolisme €nergétique et la réponse inflammatoire.

Bactéries avec un profil pro-inflammatoire

On observe une augmentation significative de 1’abondance des phylums Bacteroidetes et
Proteobacteria dans les jours précédant la mise-bas, suivie d’'une diminution en premiere partie
de lactation (de P1 a P28). Une augmentation des bactéries appartenant au phylum
Proteobacteria entre le premier et le troisieme trimestre de gestation a également été mis en

évidence chez la femme (Koren et al. 2012). Les bactéries de ce phylum, ainsi que certaines
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espéces appartenant au phylum Bacteroidetes (Wang et al. 2021), possedent un liposaccharide
(LPS) a leur surface. Celui-ci stimule la production de cytokines pro-inflammatoires (Asarat et
al. 2016). La mise-bas étant caractérisée par un état pro-inflammatoire (Fuhler 2020), il pourrait

étre secondaire a I’augmentation de 1’abondance de bactéries porteuses de LPS.

Bactéries avec un profil anti-inflammatoire

Le phylum Firmicutes, phylum dominant dans le microbiote intestinal des chiennes de notre
¢tude toutes dates confondues, ne présente pas de variations significatives de son abondance au
cours de la gestation mais il présente une augmentation de son abondance en premiere partie de
lactation (de P1 a P28). De nombreuses familles bactériennes appartenant au phylum Firmicutes
produisent du butyrate, a 1’origine de la production de cytokines anti-inflammatoires. La
gestation et la lactation, contrairement a la période de parturition, sont caractérisées par un état
anti-inflammatoire (Fuhler 2020). Ceci peut étre mis en relation avec I’abondance forte de
bactéries productrices de butyrate, telles que les Firmicutes, mais également avec la diminution

des phylums Bacteroidetes et Proteobacteria.

Bactéries prédisposant a l’état d’insulino-résistance

Comme présenté plus haut, les femelles gestantes présentent un état d’insulino-résistance
(Balogh et al. 2018) qui peut étre associ¢ a une dysbiose. Celle-ci est caractérisée par une
augmentation des phylums Actinobacteria et Firmicutes ainsi qu’une diminution du phylum
Bacteroidetes (Caricilli, Saad 2013; Connolly et al. 2004; Johnson 2008). Ces modifications
d’abondance de bactéries ne sont pas observées de manicre significative dans notre étude mais
les phylums Actinobacteria et Bacteroidetes présentent des variations relativement similaires.
Cette dysbiose observée peut €tre mise en relation avec 1’insulino-résistance retrouvée aussi
chez les femelles en gestation (Connolly et al. 2004; Johnson 2008). Pour rappel, 1’état

d’insulino-résistance permet un apport énergétique suffisant au foetus au cours de la gestation.

Enfin, la période de lactation est fortement demandeuse en énergie pour la mere. Certaines
bactéries appartenant au phylum Firmicutes ont un role dans la digestion des polysaccharides
et permettent d’augmenter la quantité d’énergie récupérée a partir d’'un méme régime

alimentaire (Gomez-Arango et al. 2016).

67



4.2.3. Modifications des principales familles

Lactobacillaceae et Bifidobacteriaceae

L’abondance des familles Lactobacillaceae et Bifidobacteriaceae (respectivement phylums
Firmicutes et Actinobacteria) ainsi que les genres les composant (Ligilactobacillus,
Limosilactobacillus, Lactobacillus, Bifidobacterium) ont présenté une diminution significative
dans les jours précédant la mise-bas (de J56 a P1) suivie d’'une augmentation au cours de la
lactation.

Les bactéries des familles Lactobacillaceae et Bifidobacteriaceae sont retrouvées au niveau du
lait (Rodriguez 2014) et ont un rdle important pour le nouveau-né. En effet, les genres
Lactobacillus et Bifidobacterium posseédent des propriétés anti-microbiennes (Zhang et al.
2018). Le genre Lactobacillus est associé¢ dans certaines études a une diminution des petits
poids de naissance et de la mortalit¢ néonatale (Anukam, Osazuwa, Reid 2005). Le genre
Bifidobacterium produit des prébiotiques (acétate et butyrate) utilisés par les bactéries
productrices de butyrate, a role anti-inflammatoire, chez le nouveau-né. L’évolution de ces deux
genres au sein du microbiote intestinal dans notre population peut étre expliqué grace au
phénomene d’ « entero-mammary pathway » au moment de la mise-bas (Perez et al. 2007;
de Andrés et al. 2017). La diminution significative de I’abondance de ces deux familles au
moment de la mise-bas corrobore I’hypothese d’un transfert de ces bactéries du tube digestif a

un autre site (comme la mamelle).

De plus, les bactéries des genres Bifidobacterium et Lactobacillus permettent respectivement
d’augmenter la prise alimentaire (Anukam, Osazuwa, Reid 2005) et I’apport d’énergie récupéré
a partir d’'un méme régime alimentaire (Barka et al. 2016) ce qui est intéressant pour la période

de lactation.

Enterobacteriaceae

L’abondance de la famille Enterobacteriaceae (phylum Proteobacteria), a présenté une
augmentation significative dans les jours précédant la mise-bas (de J56 a P1). Elle est composée
en partie du genre Escherichia-Shigella (1a distinction n’ayant pas pu étre réalisée entre les deux
genres).

Les bactéries appartenant a la famille Enterobacteriaceae sont anaérobies et sont primordiales
au développement du microbiote intestinal chez le nouveau-né. Chez I’homme, Escherichia

coli est la premiere espéce qui colonise le tube digestif (Palmer et al. 2007). Elles consomment
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I’oxygeéne résiduel et permettent un environnement anaérobie strict, nécessaire a certains
probiotiques tels que les bactéries des genres Bifidobacterium. Cependant, une prévalence trop
importante de Proteobacteries peut étre néfaste pour le nouveau-né. Certaines souches
d’Esherichia coli sont peuvent étre pathogenes et sont connues pour étre le principal agent de

septicémie chez le chiot (Nobre Pacifico Pereira et al. 2022).

4.2.4. Perspectives

Notre ¢tude a mis en évidence des modifications majeures du microbiote intestinal chez la
chienne gestante et allaitante. Cependant, les conséquences de ces modifications pour le feetus
ou le chiot nouveau-né restent a explorer.

La présence de certaines bactéries comme Enterococcus et Enterobacter, ou au contraire une
faible abondance des bactéries du genre Lactobacillus au niveau du placenta ou du méconium
des enfants nouveau-nés, a été¢ associée a un risque augmenté de prématurité et/ou de petits
poids de naissances (Mesa et al. 2020).

Il serait pertinent d’identifier certaines bactéries clefs chez le chien qui permettraient le bon
développement feetal et néonatal. Ceci aurait pour but de préserver voire d’améliorer la flore

digestive chez la femelle gestante et ce notamment via ’utilisation de probiotiques.

Les probiotiques sont des « microorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont ingérés en quantités
adéquates, comme partie d’un aliment, exercent une action bénéfique sur la santé de 1’hote
(Organisation mondiale de la santé, 2001). Au vu de la relation étroite entre le microbiote
intestinal maternel et celui du chiot, ils pourraient avoir un impact bénéfique sur le microbiote
intestinal du nouveau-né.
A cejour, il existe différentes souches de probiotiques utilisées pour la supplémentation animale
aux effets différents et complémentaires (Rigobelo, 2012, Recart-Conort 2015) :
- Les bactéries des genres Lactobacillus et Bifidobacterium dont les effets ont été discuté
dans notre étude,
- Les bactéries du genre Enterococcus, a action antimicrobienne (Marcinakova et al.
2005)
- Les levures du genre Saccharomyces, a action antimicrobienne et résistantes aux
antibiotiques (Czerucka, Piche, Rampal 2007).
Tout d’abord, plusieurs études mettent en évidence des effets bénéfiques de la supplémentation
en probiotique chez la femelle gestante. Chez des vaches, le taux de conception est augmenté

et Dl’intervalle post-partum-premier cestrus est diminué (Mostafa et al., 2014) apres
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administration de levures. Une supplémentation en probiotique du genre Lactobacillus
augmenterait aussi la prise alimentaire chez des rattes gravides, réduisant ainsi le risque de sous-

nutrition en gestation et lactation (Anukam, Osazuwa, Reid 2005).

Le passage d’un microbiote intestinal bien équilibré au chiot, notamment grace a
I’administration de probiotiques chez la mére, peut avoir des conséquences bénéfiques sur le
nouveau-né. Grace a I’amélioration du systeme immunitaire, le nouveau-né présente une
meilleure capacité a lutter contre les pathogénes dans les premiers jours de vie (Betancur et al.
2021; Peng et al. 2020). En effet, ’administration de probiotiques chez des truies a permis de
réduire le nombre de diarrhées néonatales dans les portées correspondantes. Le microbiote de
ces porcelets présentait une flore commensale de meilleure qualité, ainsi qu’une quantité

moindre d’agents pathogeénes opportunistes (Hasan et al. 2018).

Ainsi, en raison des nombreux effets bénéfiques constatés de la supplémentation en
probiotiques chez la femelle gestante et le nouveau-né, de nouvelles études seraient
intéressantes afin d’investiguer d’avantage I’intérét de son utilisation chez la chienne au cours
de la gestation. La supplémentation en probiotiques pourrait aussi s’avérer intéressante en cas
d’utilisation d’antibiotiques au cours de la gestation et de la lactation ou en cas de mise-bas par

césarienne.
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CONCLUSION

Cette étude est la premicre décrivant les variations du microbiote intestinal chez la chienne
gestante et allaitante. Dans notre étude, nous avons caractérisé les évolutions observées au
niveau du microbiote intestinal de la mere au cours de la gestation et de la lactation. Ces
observations ont permis d’établir de potentiels liens entre microbiote intestinal et gestation,
notamment sur les plans du métabolisme hormonal, de I’immunité et de I’inflammation, ou du
métabolisme énergétique. Ces résultats ont aussi permis de corroborer 1’hypothése d’un
transfert de bactéries du tube digestif vers la mamelle autour de la mise-bas, notamment pour
les familles Bifidobacterium spp. et Lactobacillus spp.. Le microbiote intestinal aurait donc une
importance fondamentale pour le bon déroulement de la gestation et de la lactation. De plus, un
microbiote intestinal bien équilibré chez la mére serait a 1’origine de la mise en place d’un
microbiote intestinal bénéfique chez le chiot. Mais le profil bactérien du microbiote intestinal
de la femelle gestante, permettant le développement optimal du nouveau-né, reste a définir chez

le chien comme chez d’autres especes.
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ANNEXES

Annexe 1: Composition de 1'aliment sec complet pour chiens adultes

Aliment complet pour chien adulte

Composition : Blé, Pois, Protéines de volaille déshydratées (18%), Graisse de volaille, Gluten de mais,
Protéines de volaille hydrolysées, Riz, Hydrolysat de viandes, Protéines d’agneau, Protéines de poissons
déshydratées (0.5%).

Constituants analytiques Oligo-éléments

Protéines brutes............................30,00 % Fer (Sulfate de fer monohydraté)................. 17 mg/kg
Matiéres grasses brutes............... 16,00 % lode (lodate de calcium anhydré)................. 1,5 mg/kg
Cellulose brute.......ccoceeveurrenennnnee 3,00 % Cuivre (Sulfate cuivrique pentahydraté)....... 15 mg/kg

Cendres brutes...... veeeennd,00 % Manganése (Sulfate de manganése

VitamineA............. wvereennd 200 Ul/kg MONOhydraté)........ccecvueeveevvecieereecreceee e 25 mg/kg

Vitamine D3........cccccceceererrererennenen. 1 000 Ul/kg Zinc (Sulfate de zinc monohydraté).............. 87 mg/kg
Sélénium (Sélénite de sodium)..................... 0,13 mg/kg

Vitamines

Vitamine A.....coooveeeeeveveccececeee e 12 000 Ul/kg Antioxygenes

Vitamine D3......cccovveevvvveeceeeennns 15 000 Ul/kg

Annexe 2: Composition de 1’aliment sec complet pour chiots

Aliment complet pour chiot

Composition : Protéines de volaille déshydratées (30%), Mais, Blé, Riz (15%), Graisse de volaille, Hydrolysat

de viandes, Gluten de mais, Pulpe de betterave déshydratée, Minéraux, Huile de poisson.

Constituants analytiques Oligo-éléments

Protéines brutes...........ccccoceuenu... 26,00 % Fer (Sulfate de fer monohydraté)................. 17 mg/kg

Matiéres grasses brutes............... 18,00 % lode (lodate de calcium anhydré)................. 1,5 mg/kg

Cellulose brute.......ccccoceveverrererennn. 2,00 % Cuivre (Sulfate cuivrique pentahydraté)....... 15 mg/kg

Cendres brutes.........ccocoeevecverennens 8,00 % Manganeése (Sulfate de manganeése

Humidité.......c.cccooervvverereeerennee. 10,00 % mMonohydraté).........ccceeveeueeceniecreceeeree. 25 mg/kg
Zinc (Sulfate de zinc monohydraté).............. 87 mg/kg

Vitamines Sélénium (Sélénite de sodium).......cccceeeeuenen. 0,13 mg/kg

Vitamine A.....eeeeeeeeeeneeceevee e 7 200 Ul/kg

Vitamine D3.......ccoeeveeeeecrneceennen. 1 000 Ul/kg Antioxygénes

Vitamine E..c..eovveeeeneeeecieeeee 80 mg/kg
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Annexe 3: Grille d’évaluation des Notes d’Etat Corporel des chiennes (NEC)

WEIGHT‘MANA‘GEMENT
PROGRAMME

Ribs, lumbar vertebrae,
pebvic bones and all bony
prominences evident from

a distance

No discernible body fat
Obvious loss of muscle
mass

* Ribs easily palpable with
minimal fat covering

* Waist easily noted when
viewed from above

* Abdominal tuck evident

OVERWEIGHT

* Ribs palpable with
difficulty, heavy fat cover

lumbar area and base of tail
* Waist absent or barely
visible
* Abdominal tuck may be
absent

SHAPING UP TO

PET OBESITY

SUPPORTED BY ROYAL CANIN

Ribs, lumbar vertebrae,
pelvic bones and all bony
prominences evident from
adistance

No discernible body fat

' Obvious loss of muscle

¢ mass

3

)

]
4
IDEA

+ Noticeable fat deposits over

BODY CONDITION SCORE

LARGE DOG

—3u@p~t

Ribs, lumbar vertebrae,
and pelvic bones easily
visible

No palpable fat

Some bony prominences
visible from a distance
Minimal loss of muscle
mass

* Ribs palpable without
excess fat covering

* Waist observed behind
ribs when viewed from
above

* Abdomen tucked up
when viewed from side

OBESE

* Ribs not palpable under
very heavy fat cover or
palpable only with
significant pressure

+ Heavy fat deposits over

* Waist absent

» No abdominal tuck

* Obvious abdominal
distension may be present

BODY CONDITION SCORE

MEDIUM DOG

r=re-
|
(

L

Ribs, lumbar vertebrae,
and pelvic bones easily
visible

No palpable fat

Some bony prominences
visible from a distance
Minimal loss of muscle
mass

lumbar area and base of tail

” + Ribs palpable with slight

iy

ROYAL CANIN

Ribs easily palpable

and may be visible with
no palpable fat

Tops of lumbar vertebrae
visible, pelvic bones
becoming prominent
Obviouswaist and
abdominal tuck

excess of fat covering

* Waist is discernible when
viewed from above
but is not prominent

+ Abdominal tuck apparent

* Massive fat deposits over
thorax, spine, and base
of tait

* Waist and abdominal
tuck absent

* Fat deposits on neck and
limbs

* Obvious abdominal
distension

ROYAL CANIN'

Ribs easily palpable

and may be visible with
no palpable fat

Tops of lumber vertebrae
visible, pelvic bones
becoming prominent

Obvious waist and
abdominal tuck

p « Ribs easily palpable with
- minimal fat covering

+ Waist easily noted when
é ‘ .}

3

« Ribs palpable without
excess fat covering

« Waist observed behind
ribs when viewed from
above

+ Abdomen tucked up
when viewed from side

ABOVE IDEAL

+ Ribs palpable with slight
excess of fat covering

« Waist is discernible when
viewed from above
but is not prominent

+ Abdominal tuck apparent

Ribs palpable with
difficulty, heavy fat cover

Noticeable fat deposits over

viewed from above
+ Abdominal tuck evident
OVERWEIGHT
lumbar area and base of tail
Waist absent or barely

X ‘ Ja visible
: > Abdominal tuck may be
absent

+ Ribs not palpable under
very heavy fat cover or
palpable only with
significant pressure

+ Heavy fat deposits over
lumbar area and base of tail

+ Waist absent

+ No abdominal tuck

Obvious abdominal

distension may be present
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+ Massive fat deposits over
thorax, spine, and base
of tail

+ Waist and abdominal
tuck absent

« Fat deposits on neck and
limbs

+ Obvious abdominal
distension



Annexe 4: OTUs dont les variations d’abondance sont les plus importantes entre deux dates :

comparaison entre J28 et J56 chez les 36 chiennes de I’étude (test de Student)

- OTUs les plus abondants a J28 plutét qu’a J56

Phylum Famille Genre
Firmicutes Streptococcaceae Streptococcus
Firmicutes Lactobacillaceae Weissella
Actinobacteria Actinomycetaceae Actinomyces
Deinococcota Deinococcaceae Deinococcus
Bacteroidetes Weeksellaceae Chryseobacterium
- OTUs les plus abondants a J56 qu’a J28
Phylum Famille Genre
Actinobacteria Corynebacteriaceae Corynebacterium
Actinobacteria Actinomycetaceae Gleimia
Actinobacteria Actinomycetaceae Gleimia
Actinobacteria Corynebacteriaceae Corynebacterium
Proteobacteria Moraxellaceae Psychrobacter

Annexe 5: OTUs dont les variations d’abondance sont les plus importantes entre deux dates :

comparaison entre J56 et P1 chez les 36 chiennes de 1’¢tude (test de Student)

- OTUs les plus abondants a P1 plutot qu’a J56

Phylum Famille Genre

Firmicutes Oscillospiraceae Anaerofilum
Firmicutes Lachnospiraceae Multi-affiliation
Proteobacteria Succinivibrionaceae Anaerobiospirillum
Proteobacteria Moraxellaceae Psychrobacter
Firmicutes Clostridiaceae Clostridium

Annexe 6: OTUs dont les variations d’abondance sont les plus importantes entre deux dates :

comparaison entre P1 et P28 chez les 36 chiennes de 1’étude (test de Student)

- OTUs les plus abondants a P28 plutot qu’a P1

Phylum Famille Genre
Firmicutes Unknown family Unknown genus
Firmicutes Lactobacillaceae Ligilactobacillus
Firmicutes Lactobacillaceae Lactobacillus
Actinobacteria Bifidobacteriaceae Bifidobacterium
Firmicutes Lactobacillaceae Ligilactobacillus
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Annexe 7: OTUs dont les variations d’abondance sont les plus importantes entre deux dates :

comparaison entre P28 et P56 chez les 36 chiennes de I’étude (test de Student)

- OTUs les plus abondants a P28 plutot qu’a P56

Phylum Famille Genre
Proteobacteria Enterobacteriaceae Escherichia-Shigella
Firmicutes Clostridiaceae Multi-affiliation
Actinobacteria Bifidobacteriaceae Bifidobacterium
Bacteroidetes Bacteroidaceae Bacteroides
Firmicutes Turicibacteraceae Turicibacter

- OTUs les plus abondants a P56 plutot qu’a P28

Phylum Famille Genre
Fusobacteria Fusobacteriaceae Cetobacterium
Fusobacteria Fusobacteriaceae Fusobacterium
Fusobacteria Fusobacteriaceae Cetobacterium
Fusobacteria Fusobacteriaceae Cetobacterium
Actinobacteria Bifidobacteriaceae Bifidobacterium
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Annexe 8: Composition du phylum Firmicutes au cours de la gestation et de la lactation —

abondance relative (%)

Composition du phylum Firmicutes au cours de la
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Annexe 9: Composition de la famille Peptostreptoccocaceae au cours de la gestation et de la

lactation — abondance relative (%)

Composition de la famille Peptostreptococcaceae au cours
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Annexe 10: Composition de la famille Lactobacillaceae au cours de la gestation et de la

lactation — abondance relative (%)
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Annexe 11: Variations de I’abondance du genre Faecalibacterium au cours de la gestation et

de la lactation — abondance brute
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Annexe 12: Composition de la famille Clostridiaceae au cours de la gestation et de la lactation

— abondance relative (%)
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Annexe 13: Composition du phylum Bacteroidetes au cours de la gestation et de la lactation —

abondance relative (%)
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Annexe 14: Composition de la famille Preovotellaceae au cours de la gestation et de la lactation

— abondance relative (%)
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Annexe 15: Composition du phylum Actinobacteria au cours de la gestation et de la lactation

— abondance relative (%)
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Annexe 16: Composition de la phylum Proteobacteria au cours de la gestation et de la lactation

— abondance relative (%)
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Annexe 17 : Poster scientifique "Evolution of the fecal microbiota during gestation, birth and

lactation in the canine species" réalis¢ par Quentin Garrigues (PhD Student — Agricultural

engineering MSc)
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EVOLUTION OF THE FECAL MICROBIOTA DURING GESTATION,
BIRTH AND LACTATION IN THE CANINE SPECIES

Quentin GARRIGUES!, Emmanuelle APPER?, Fanny MERCIER?, Ana RODILES?, Sylvie CHASTANT?, Hanna MiLA!
INeocare, Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse, France ; *Lallemand SAS, Blagnac, France

INTRODUCTION

» During and after pregnancy, bitches experience physiologic and
metabolic changes which may also impact their microbiota
composition, as demonstrated in other species!1l.

=)

* Maternal microbiome plays critical roles in maternal and infant
health over parturition[2], but remains elusive in canine species.

MATERIAL AND METHOD

AIM

To analyze shifts in fecal microbiota

composition during pregnancy and lactation in
the canine species.

36 dams of 9 different breeds

within 1 kennel.
* Rectal swabs at 5 key time
points for microbiota analysis

DNA Extraction + Illumina Sequencing

[ v3-ve region of the
| 16s rRNA gene

GenotouL

(180 in total). GeT
b ok " — i MiSeq 2500 platform
‘ Gestation Quick-DNA Fecal/Soil (Illumina, San Diego, CA, United
GO G28 GS6  +G40-65 P P28 Pss Microbe Miniprep Kit States) at GeT-PlaGe INRAE
wot Swab wok wat Swob (Zymo Research, USA) Platform (Toulouse, France)
RESULTS
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6 bacterial families with major shifts during gestation and lactation

Sequences affiliation and analyses

* Demultiplexing, clustering, chimera removal,
filtration of sequences and taxonomy
assignement against SILVA (v138) database

» Analysis of microbiota composition + Alpha and
Beta bacterial diversities

*» Use of Deseq2 for differential
abundance analysis between dates.

» All analyses were conducted using FROGS
software on Galaxy platform/[3l.

MDS plot showing changes in faecal microbiota
community composition over time

bacterial

Date

.
* 0%
"

- m

Axis2 [13.3%)

Bray-Curtis dissimilarity
(p<0.001)

At [193%)

\ DISCUSSION
e * Major modifications of the bacterial composition are observed

Beta diversity allowed to highlight 3 bacterial profiles : one
during gestation, one after birth and one during lactation.

Bacterial richness decrease over gestation before increasing
back after parturition. This evolution might be linked to

The abundance of some key bacteria of milk microbiota
almost disappear at
parturition, suggesting a potential bacterial entero-mammary

Lactobacillaceae Bacteroidaceae
] . . . 15000 s P . .
B ™ . = around parturition in the bitch.
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TITRE : Modifications du microbiote intestinal chez la chienne en gestation et en lactation : Etude expérimentale

RESUME : Le microbiote intestinal est primordial pour une bonne santé digestive mais a aussi un impact sur le
fonctionnement hormonal, I’'immunité et le métabolisme. La chienne présente de multiples modifications
anatomiques et physiologiques au cours de la gestation et cette étude décrit en plus les modifications du microbiote
intestinal au cours de cette période. Lors de cette période on observe une diminution de 1’alpha-diversité ainsi
qu’une augmentation de la béta-diversité. Certaines especes microbiennes, bénéfiques pour le nouveau-né, comme
Lactobacillus spp. et Bifidobacterium spp., sont moins abondantes au moment de la mise-bas, corroborant ainsi
les hypothéses de passage de bactéries du tube digestif a la mamelle. On observe aussi une balance entre bactéries
a action anti-inflammatoire (phylum Firmicutes) présentes au cours de la gestation et bactéries induisant la
production de cytokines pro-inflammatoires (phylum Proteobacteria) en plus grande quantité au moment de la

mise-bas. L’importance de ces modifications sur la santé du nouveau-né reste a explorer.
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TITLE: Intestinal microbiota alterations of bitches during gestation and lactation: experimental study

ABSTRACT: The intestinal microbiota plays an important role in digestive health but also has an impact on
hormonal functioning, immunity and metabolism. Dams present numerous anatomic and physiologic
modifications along gestation and lactation and this study demonstrates intestinal microbiota’s modifications along
those periods. A decrease in alpha-diversity and an increase in béta-diversity were observed during the studies
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significantly less abundanded at parturition time corroborating with the hypothesis of an entero-mammary bacterial
translocation. A balance between anti-inflammatory bacteria (phylum Firmicutes) along the gestation and a higher
abundance of bacteria producing pro-inflammatory cytokines (phylum Proteobacteria) at parturition is observed.

Importance of the described microbial alterations on the newborn health remain to be investigated.
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