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INTRODUCTION

Actuellement, de nombreuses connaissances sont disponibles sur les interactions entre les
hotes et le microbiote associé sur les épithéliums muqueux ou cutanés. En effet, le corps héberge
de nombreuses communautés microbiennes complexes dont la composition est déterminée par
I'habitat et les variations individuelles. Il est maintenant largement admis qu’une relation
harmonieuse entre I’hote et son microbiote contribue a une bonne santé car celui-ci joue un réle
fondamental dans I'induction, la formation et le fonctionnement du systéme immunitaire de I'h6te.

La plupart des études ont traité le microbiote cutané ou gastro-intestinal, mais récemment
d’autres sites corporels ont été étudiés telles que les voies oropharyngées, urinaires, génitales et
pulmonaire. Récemment, la glande mammaire bovine a également été étudiée et la présence d’un
microbiote mammaire fait débat. En effet, bien que la glande mammaire soit jusque-la considérée
comme un organe stérile, I'apparition des méthodes moléculaires tel que le séquencage de I’ADN
(acide désoxyribonucléique) bactérien suggere |'existence de communautés microbiennes dans
celle-ci. Ces découvertes remettent alors en question la prophylaxie habituelle contre les mammites
bactériennes.

L’objectif de cette thése est donc de faire I'état des lieux de la littérature sur la présence d’un
tel microbiote, de le caractériser et d’en envisager les conséquences sur les moyens de lutte actuels
contre les mammites bactériennes.
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Avant-propos : Généralités sur le microbiote et son fonctionnement

|- Qu’est-ce qu’un microbiote ?
Le microbiote est constitué de multiples microorganismes qui colonisent un organisme
complexe, et maintiennent des liens étroits avec leur hote.

Chez les bovins, les microbiotes sont hébergés dans de nombreux habitats : la peau, I'espace
interdigité, le tractus digestif, respiratoire, génital et bien d’autres encore. lls sont d’'une grande
importance pour la physiologie et la santé de I'animal (Alipour et al., 2018; Nicola et al., 2017). Le
microbiote ruminal en particulier joue un réle essentiel dans la santé de son hote, en jouant un réle
dans la nutrition, par la valorisation des glucides pariétaux, il synthétise des acides aminés essentiels
et des vitamines (Zened et al., 2021).

Si on prend I'exemple du microbiote intestinal humain, tout en se nourrissant des nutriments
du contenu intestinal, il participe a I'immunité de I'h6te. En effet, il fait barriere aux agents
pathogénes par une compétition métabolique, une occupation des sites d’adhésion, une
modification de la sécrétion du mucus et une protection cellulaire (lymphocytes intraépithéliaux) et
humorale (immunoglobulines A) (Grunberg et al., 2015). Il a également un réle dans la motricité
intestinale, participe a la digestion en influengant I'absorption et la distribution des nutriments
(Backhed et al., 2004; Cebra, 1999).

[l- Rappels sur la physiologie de la mamelle
Afin de comprendre l'intégration du microbiote mammaire bovin au fonctionnement de la
mamelle, il apparait nécessaire de rappeler le mécanisme de production du lait.

Le lait est synthétisé dans des cellules sécrétoires épithéliales spécialisées a partir de substances
absorbées par le sang. L'unité sécrétoire de base est I'alvéole, structure constituée d'un groupe de
cellules sécrétoires entourant une cavité centrale ou lumen (Figure 1). La lumiére est reliée par une
série de conduits étroits jusqu’a la citerne ou au sinus lactifere ou le lait est libéré via le trayon.
Chaque alvéole est entourée de cellules contractiles spécialisées, le myoépithélium. Ces cellules se
contractent sous l'influence de I'ocytocine produite dans I'hypophyse postérieure, expulsant le lait
de I'alvéole. Les groupes d'alvéoles, appelés lobules, sont séparés les uns des autres par le tissu
conjonctif (Sérieys, 1997).
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Cellules

Capillaire myoépithéliales

/

Alvéoles

Figure 1 : structure alvéolaire de la mamelle (d’apres Sérieyes, 1997)

Les cellules alvéolaires sont polarisées : la production des constituants du lait se fait a partir de
la base de la cellule (si provenance sanguine) ou du noyau (si synthése assurée par la cellule
mammaire) vers I'apex (lumiere, siege de concentration de la synthése lactée). Elles ont une activité
synthétique intense ce qui explique I'abondance des mitochondries, du réticulum endoplasmique
rugueux (RER) et des ribosomes. En moyenne, la glande mammaire produit 50 a 100 mL de lait par
kg de poids vif et par jour. La synthése de lait repose sur I'organisation des lipides en globules gras
puis leur exocytose. Le processus est similaire pour le lactose et pour les protéines synthétisées dans
le RER puis maturées dans |'appareil de Golgi. La sécrétion lactée met donc en jeu d’important
échanges membranaires a 'origine d’un renouvellement complet de la membrane des villosités
toutes les 20 minutes.

A la naissance, il y a peu de développement du tissu mammaire, avec seulement la présence de
mamelons, du tissu conjonctif et quelques canaux courts. Il y a une absence d’alvéoles et I'espace
est occupé par les cellules graisseuses. Bien que la différenciation supplémentaire survienne a la
puberté chez de nombreuses especes, chez le bovin ce n'est que pendant la gestation que le
développement du conduit et des systémes lobulo-alvéolaires commencent.

Pour ce qui est du systeme immunitaire, il est généralement admis que les macrophages sont le
type de cellule prédominant dans le lait bovin provenant de glandes saines (Dosogne et al., 2003;
Miller et al., 1991). Des lymphocytes et des neutrophiles sont également présents avec un faible
pourcentage de cellules épithéliales détachées qui constituent ensemble la population totale de
cellules somatiques. Pendant l'inflammation, les neutrophiles sont rapidement recrutés dans la
glande mammaire, devenant le type de cellule prédominant et augmentant le nombre de cellules
somatiques dans les quartiers inflammeés (Riollet et al., 2000). Les macrophages dans le lait sont
dérivés de monocytes sanguins qui sortent de la circulation sanguine, migrent a travers |'épithélium
et pénetrent dans la glande mammaire (Goldman & Goldblum, 1997). Les macrophages jouent un
role clé dans la surveillance immunitaire, agissant en tant que cellules piégeuses avec la capacité de
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reconnaitre les agents pathogénes et d'initier des réponses innées par la sécrétion de médiateurs
pro-inflammatoires. A la suite de la phagocytose des antigénes, certains macrophages tissulaires se
différencient en cellules dendritiques et migrent vers les ganglions lymphatiques drainants ou ils
interagissent avec les lymphocytes T pour induire des réponses acquises spécifiques de I'antigene.
Les macrophages peuvent également fonctionner comme des cellules présentatrices d'antigene,
dont un sous-ensemble est capable d'induire une tolérance par interaction avec les cellules
dendritiques CD103 + (Mazzini et al., 2014). Les macrophages du lait maternel expriment certains
marqueurs de surface des cellules dendritiques, produisent spontanément un facteur de stimulation
des colonies de granulocytes-macrophages et ont la capacité unique de se différencier en cellules
dendritiques lorsqu'ils sont stimulés par l'interleukine-4. Combinés, ces résultats suggérent que les
macrophages du lait maternel présentent des caractéristiques compatibles avec celles des cellules
dendritiques partiellement différenciées, et que ces cellules peuvent jouer un réle dans la médiation
des réponses immunitaires dépendantes des lymphocytes T dans la glande mammaire.

La recirculation des lymphocytes entre des sites muqueux distants via les systéemes sanguin et
lymphatique a été étudiée chez plusieurs espéces. Chez les humains et les rongeurs, les cellules
lymphoides du tissu lymphoide associé au tube digestif (GALT) couvrent la glande mammaire,
formant un lien entéro-mammaire et contribuant a ce qu’on appelle “systéme muqueux commun”
dans lequel des sites muqueux distants sont liés via la migration des cellules immunitaires (Weisz-
Carrington et al., 1979). Contrairement a ces résultats, des études chez les ruminants ont démontré
gue la migration des cellules lymphoides entre l'intestin et la glande mammaire est limitée, ce qui
suggere que le lien entéro-mammaire est moins fonctionnel chez les ruminants (Harp et al., 1988).
Récemment, une hypothése a été émise : bien que les phagocytes mononucléaires trouvés dans le
lait maternel soient en grande partie dérivés des monocytes du sang périphérique, une proportion
de ces phagocytes mononucléaires sont des cellules analogues a des cellules dendritiques qui
apparaissent dans le GALT et capturent le microbiote luminal puis transportent ces composants
microbiens vers la glande mammaire. On pense qu'un tel mécanisme existe pour éduquer le
systéme immunitaire néonatal a reconnaitre des modeles moléculaires communs associés aux
bactéries et a y répondre de maniére appropriée (Donnet-Hughes et al., 2010). A la connaissance
des auteurs, le réle des cellules dendritiques dans le transport des composants bactériens de
I'intestin vers la glande mammaire chez les ruminants reste relativement inconnu.
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Partie |- Le microbiote mammaire bovin : découverte et caractérisation
- Découverte du microbiote mammaire : les méthodes utilisées

1.1 PCR et séquencage de I’ADNr 16S : la technique méta-génétique la plus utilisée

La majorité des études utilisent une méthode métagénétique, qui consiste a I'étude du contenu
génétique des échantillons (Figure 2). Ces études réalisent une extraction d’ADN, puis une PCR
(Polymerase Chain Reaction) en temps réel (en général 40 a 50 cycles) et enfin un séquencage des
variants amplifiés, ce qui constitue une méthode sensible, relativement peu colteuse et rapide
permettant d’identifier les bactéries a partir d’une seule région génomique (Oikonomou et al., 2020
; Sanschagrin & Yergeau, 2014 ; Schloss et al., 2011).
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Figure 2 : différentes approches de I'étude d'un microbiote (d’aprés Addis et al., 2016)

1.1.1 Extraction d’ADN

L'extraction de I'ADN de I’échantillon est une étape indispensable avant de traiter les
informations contenues par le matériel génétique. Il existe de nombreuses techniques d’extraction,
des techniques différentes et des types d’échantillons de lait différents ont été utilisés pour les
études sur le microbiote mammaire, cependant elles s’appuient toutes sur des méthodes similaires.
La premiere étape consiste en une lyse cellulaire de I'’échantillon laitier utilisant des méthodes
mécaniques, un traitement chimique (détergents) et une digestion enzymatique afin de dénaturer
les protéines et les couches lipidiques. Afin d’extraire I’ADN et de le purifier des méthodes chimiques
telles que [Iextraction/précipitation, la chromatographie, la séparation par affinité et Ila
centrifugation sont utilisées (Glassing et al., 2016 ; Knudsen et al., 2016 ; Somma, 2003).

1.1.2 Amplification par PCR :

Aprés une extraction de ’ADN présent dans I’échantillon de lait prélevé, la PCR est une étape
permettant I'amplification de certains genes ciblés, avant de réaliser un séquencage. Les études
menées utilisent des régions spécifiques de génes codants pour '"ARNr (acide ribonucléique
ribosomial) 16S comme cible pour réaliser le séquencage (Figure 3)(Oikonomou et al., 2020). Ces
génes sont présents dans toutes les cellules procaryotes, ont un taux trés faible de transfert
horizontal (transmission de matériel génétique d’un individu a un autre) et présentent un matériel

22



génétique suffisamment important pour différencier les organismes étroitement apparentés (Case
et al., 2007; Woese et Fox, 1977). Ces génes présentent de nombreuses régions variables qui n’ont
pas de role fonctionnel et permettent de distinguer différents taxons ainsi que des régions
constantes communes alors utilisées comme amorce pour les PCR (Schloss et al., 2011).

Pourcentage
d'identité
3

Figure 3 : différentes régions d’ADN codant pour I'ARN 16S, les amorces sont représentées par des
fléches et sont situées dans les régions peu variables (en orange) (d’aprés Oikinomou et al. 2020)

L'amplification par PCR nécessite plusieurs étapes (Figure 4). Dans un premier temps, ’ADN
contenu dans I'échantillon est dénaturé par une action thermique (I’échantillon est placé dans un
milieu a 94-96°C), ce qui dissocie les deux brins d’ADN car les liaisons hydrogénes ne sont pas
maintenues a cette température. La deuxieme étape est I’hybridation : ’ADN dénaturé est alors mis
en contact avec des amorces spécifiquement choisies (dans le cas des études sur le microbiote
mammaire bovin, elles sont compatibles avec des régions non variables et universelles codant pour
I’ARNTr 16S, afin d’amplifier 'ADN de toutes les bactéries présentes dans I'échantillon), ces amorces
créent alors de nouvelles liaisons avec I’ADN dénaturé. La derniere étape, |'élongation, consiste en
la synthése d’un nouveau brin d’ADN par une ADN polymérase a partir de I'amorce. Ce cycle est
classiqguement répété entre 40 et 50 fois ce qui induit une augmentation exponentielle du nombre
de copies de génes (Mathys et al., 2007).
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Figure 4 : principe de la PCR (d’aprés https://www.KrobsPro.ch)
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1.1.3 Séquencage

Historiguement, le séquencage de I'ADN repose sur deux principes opposés : I'approche
Sanger, aujourd’hui la plus utilisée, basée sur la synthese d’ADN radiomarqué et celle de Maxam et
Gilbert basée sur le clivage chimique de I’ADN radiomarqué.

La méthode Sanger (Figure 5) repose sur l'incorporation en cours de synthese d’analogues de
nucléotides appelés didésoxyribonucléotides (ddNTP) par 'ADN polymérase. Un mélange de
désoxyribonuclétotides (dNTP) et de ddNTP radiomarqués est utilisé pour que l'incorporation
aléatoire des ddNTP entraine la terminaison de la synthése du brin complémentaire. De ce fait, les
réactions avec les 4 ddNTP (ddATP, ddCTP, ddGTP ou ddTTP) obtiennent alors autant de fragments
de tailles différentes que de nucléotides présents sur la séquence analysée. Les produits
radiomarqués des 4 réactions sont déposés sur 4 pistes de gel paralléles puis le gel est exposé a un
film radiosensible. La lecture des 4 pistes permet alors d’identifier par leur taille tous les fragments
se terminant par T, G, C, ou A ce qui permet de décrypter des fragments de séquence ADN jusqu’a
1000 nucléotides maximum (1 kilobases). Ainsi, en 1977 la séquence complete du génome du phage
phi 174 fut établie (Sanger et al., 1977).
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Figure 5 : principe du séquencage par la méthode Sanger (d’apreés https//www.biomigene.fr)

A notre connaissance, toutes les études du microbiote mammaire bovin publiées a ce jour
utilisent du « séquencage de nouvelle génération » (NGS). Basé sur la méthode Sanger, celui-ci
permet de séquencer un nombre bien plus important de nucléotides (on parle en mégabases, voir
gigabases) ce qui entraine un traitement bio-informatique des données récoltées indispensable. On
peut alors fragmenter un génome complet ou une partie spécifique du génome (séquencage ciblé),
dans ce cas les fragments spécifiques sont soit amplifiés par PCR comme c’est le cas dans les études
sur du microbiote mammaire bovin, soit sélectionnés par hybridation. Les séquences alors obtenues
sont traitées bio-informatiquement pour devenir des « reads » qui seront comparés a un génome
de référence (ce procédé est alors appelé alignement), les outils bio-informatiques peuvent aussi
identifier des variations de séquences par rapport a celles de référence et la génération de fichiers
contenant la liste de ces variations, appelés Varient Calling Files (VCF) (Pernin-Grandjean, 2019).

La méthode développée par lllumina® est la plus répandue dans la littérature. Elle repose
sur I'incorporation puis la lecture de marqueur fluorescent lors de synthése d’ADN double brin.
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1.2 Métagénomique

Les études méta-génétiques se limitent principalement a I'identification des bactéries au niveau
du genre, empéchant I'exploration de la diversité du microbiote au niveau de I'espéce ou encore
des souches. Cette identification peut étre atteinte en réalisant un séquencage global de I’ADN avec
une technique métagénomique. Cette technique consiste en une fragmentation de tous les ADN
présents dans I'échantillon en courts fragments suivi d’'un séquengage haut débit (Shotgun
sequencing), un logiciel informatique permet ensuite de repérer les génomes présents. Peu d'études
sur le microbiote mammaire utilisant des approches métagénomiques globales ont été réalisées
chez les bovins (Bhatt et al., 2012; Hoque et al., 2019) et chez la femme (Jiménez et al., 2015). Ces
études ont permis d'explorer les communautés archéennes, fongiques et virales en plus des
communautés bactériennes. En outre, elles ont donné accées a un profilage plus fonctionnel de ces
communautés microbiennes. Chez les bovins, des approches intermédiaires entre les approches
métagénétiques et métagénomiques ont également été entreprises, basées sur un séquencage
métagénomique réduit, permettant une caractérisation taxonomique plus approfondie au niveau
des especes et méme des souches (Avershina et al., 2018).

L'assemblage des génomes peut se réaliser de deux manieres différentes: basé sur des
références ou de novo. Les méthodes basées sur des références comparent I'assemblage obtenu a
une base de données contenant des génomes déja étudiés. Elles évaluent comme des erreurs des
différences entre les données et |'assemblage. Les méthodes de novo reposent sur les
caractéristiques des données elles-mémes en identifiant les incohérences internes pouvant étre
assimilées a des erreurs d’assemblage (Olson et al., 2018).

1.3 Protéomique

Un autre aspect qui n’est pas encore étudié est lié aux fonctions exercées par le microbiote
mammaire. Le séquencage métagénomique peut donner accés aux communautés non bactériennes
ainsi qu'au profilage fonctionnel du microbiote du lait chez les bovins (Hoque et al., 2019, Parnanen
et al. 2018) et chez lafemme (Jiménez et al., 2015). Dans de nombreux cas, les protéines exprimées
et leurs fonctions biologiques associées peuvent changer bien que les profils taxonomiques
subissent des variations relativement mineures (Huttenhower et al., 2012). L’étude de I'expression
protéique et les fonctions microbiennes du microbiote du lait par analyse protéomique est entravée
par la trés grande abondance de protéines hotes dans le lait par rapport a la contrepartie
microbienne. L'examen du métabolome du lait peut également fournir des informations utiles sur
les fonctions microbiennes. Cependant, de telles approches sont toujours difficiles méme dans un
microbiote bien caractérisé comme dans le microbiote gastro-intestinal (GIT) humain (Smirnov et
al., 2016)

[l- Biais et erreurs des techniques utilisées

De I’échantillonnage au séquencage en passant par I’extraction d’ADN et I'amplification par PCR,
chaque étape est susceptible d’introduire des erreurs dans le séquencage final. Il peut par exemple
avoir formation de fausses séquences, des mauvais assemblages entre plusieurs génomes mais
également des contaminations lors des manipulations de I'échantillon. Il est important de bien
connaitre ces biais biologiques, techniques et humains pour les corriger et les prendre en compte
lors de I'analyse de ces études.

25



2.1 Biais biologiques :
Les méthodes citées précédemment peuvent également entrainer des biais biologiques
(Johnson et al., 2019; Vétrovsky & Baldrian, 2013).

Dans I'étude de Metzger et al. (2018), tous les échantillons prélevés et analysés par bactériologie
(Jost et al., 2013) se révelent négatifs aprés culture (Metzger et al., 2018). De plus, si I'on compare
les méthodes de culture et de méta-génétique, on observe que l'utilisation de la PCR en temps réel
quantifie la charge bactérienne dans les échantillons récoltés avec une médiane comprise entre 10*
et 10°bactéries/ml, alors que la quantification par des méthodes utilisant la culture révéle une
médiane entre 102 et 10* bactéries/ml, suggérant ainsi que les bactéries identifiées sont non
viables, ou a minima non cultivables. (Boix-Amords et al., 2016 ; Falentin et al., 2016 ; Jost et al.,
2013)

Cependant, les approches bactériologiques ne ciblent que les bactéries cultivables dans des
conditions particuliéres in vitro : les isolats dépendront donc des milieux utilisés, du stockage des
échantillons et des conditions de croissance (Oikonomou et al., 2020). En effet, Jost et al. (2013) ont
rapporté que 90% des souches isolées correspondaient a Staphylococcus, Streptococcus et
Propionibacterium alors que leur abondance relative en utilisant le séquencage PCR n’était que de
24%. Cette différence d’abondance relative s’explique notamment par la facilité de culture de ces
souches comparée a celle d’autres bactéries telles que les anaérobies obligatoires, y compris
Bifidobacterium et Veillonella, qui ont également été isolées mais avec une faible abondance
relative, comparée a celle trouvée par méta-génétique. Ce constat suggere alors que la partie
vivante du microbiote du lait n'a peut-étre pas été complétement ou correctement explorée jusqu'a
présent. De plus, en médecine humaine, des études ont rapporté la présence de bactéries viables
dans le lait maternel de femmes ne présentant pas de signe de mammite. Ces études ont démontré
la viabilité des bactéries par leur mise en culture, ou en montrant leur activité par mesure des
protéines produites par ces bactéries (Beasley & Saris, 2004; Heikkila & Saris, 2003).

Certaines méthodes ont été développées pour amplifier sélectivement les fractions complétes
de I’ADN des populations bactériennes sur la base de |'utilisation du propidium monoazide (Erkus et
al., 2016). Cependant, cela n’a été utilisé que pour retrouver les composants microbiens de fromage
mais pourrait étre appliqué pour la recherche du microbiote mammaire, soulevant ainsi le doute
sur la viabilité des genres retrouvées par méta-génétique.

Pour ce qui est de la quantification des clades (groupement de bactéries avec une affiliation
phylogénétique), les copies des genes étudiés varient selon les organismes ce qui empéche la
guantification directe par simple comptage de copies. Le nombre de copies de génes peut étre
différent au sein d’'un méme clade ou étre le méme pour des clades proches qui auraient une
séquence identique, ce qui complexifie la détermination de I'abondance des especes. (Vétrovsky &
Baldrian, 2013)

2.2 Biais et erreurs d’échantillonnage

La pratique la plus courante pour |'échantillonnage du lait des vaches est la récolte manuelle
(Oikonomou et al., 2014). Par celle-ci, il est tres difficile de collecter le lait de maniére aseptique en
raison des fragments de peau, de la poussiéere et des poils dans I'environnement introduisant une
contamination bactérienne dans I'échantillon.
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De plus, afin d’identifier et dénombrer les bactéries, les études réalisent entre 30 et 50 cycles
de PCR en temps réel. Cette pratique pourrait conduire a des résultats faussement positifs, en
amplifiant des contaminants.

Dans la plupart des études mentionnées, le microbiote a été exploré lors d’'une traite manuelle.
Il reste donc a déterminer si le microbiote peut étre présent et similaire lors qu’il est prélevé
directement a l'intérieur de la mamelle. Une étude utilisant un prélévement direct de lait dans la
citerne a I'aide d’une aiguille et d’un tube vide stérile a montré que pour les quartiers sains (avec
un nombre faible de cellules somatiques) la composition du microbiote mammaire différait de celui
trouvé par la méthode de traite manuelle, considérée comme plus contaminante. De maniere
inattendue, le taux de réussite de I'amplification par PCR était encore plus élevée dans les
échantillons prélevés par ponction transcutanée aseptique (83%) par rapport aux échantillons
prélevés de maniére conventionnelle par éjection via le trayon et son canal (traite manuelle) (45 et
40%, respectivement), suggérant que les bactéries trouvées par PCR se trouvent effectivement a
I'intérieur de la glande mammaire et ne contaminent pas dans le lait lors de I'échantillonnage par
traite manuelle (Metzger et al., 2018).

Metzeger et al. (2018) ont séquencés des témoins négatifs (sans matrice d’ADN) afin d’identifier
les contaminations lors du séquencage ou de I'amplification. Les chercheurs ont alors exclu les
clades présents dans les témoins négatifs, afin d’exclure les contaminations externes. Ce n’est
malheureusement pas le cas pour la majeure partie des études publiées sur le microbiote
mammaire humain ou bovin.

2.3 Biais techniques
A) Biais d’extraction

La méthode d’extraction d’ADN doit étre optimisée pour chaque échantillon. Les kits
d’extractions sont plus ou moins performants pour différents clades selon la matrice utilisée, I’étape
de lyse (spécificité enzymatique) et les espéces en présence. Pour illustrer ce propos, dans I'étude
de Knudsen et al (2016), 'ADN de plusieurs matrices a été extrait en utilisant plusieurs kits
d’extraction avec des résultats d’especes identifiées tres différents selon les kits utilisés. Afin
d’affiner le choix du kit les auteurs conseillent de réaliser des tests d’affinité sur des communautés
synthétiques de clades attendus afin d’identifier le kit le plus adapté (Knudsen et al., 2016).
Cependant, aucune étude sur le microbiote mammaire bovin ne fait part de tels tests au préalable
et toutes utilisent des kits d’extraction différents entrainant fatalement des résultats non identiques
et difficilement comparables. Sur la Figure 6, on observe le taux d’utilisation d’un kit dans les études
sur le microbiote mammaire bovin publiées a ce jour (30 études ont été comparées).
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UltraClean GelSpin Kit (MO BIO) NN 6,67%
PowerClean (QUIAGEN) I 3,33%
Power Soil Kit (QIAGEN) NI 16,67%
Power Soil Kit (MO BIO) I  26,67%
Power Food (MO BIO) IS 13,33%
NucleoSpin Soil kits (MO BIO) I 3,33%
Mag Midi kit (LGC) I 3,33%
Fungal/Bacterial DNA Kit (ZyM0O) I 3,33%
DNA Mini Kit (QIAGEN) I 23,33%

0,00% 5,00%  10,00%  15,00%  20,00%  2500%  30,00%

Figure 6 : taux d’utilisation des Kits d'extractions utilisés dans les études sur le microbiote
mammaire bovin

Les résultats de I'identification, de la quantification et la diversité microbienne sont également
influencés par le processus d’isolement de 'ADN. Dans |'étude de Knudsen et al (2016), il a été
montré que la quantité microbienne était similaire entre les différents résultats lorsque le type
d’isolement utilisé est identique. Dans I'ensemble, les quantités d'ADN obtenues a partir de chaque
kit d'ADN utilisé différaient grandement, de méme pour la diversité et la composition de la
population. La composition du microbiome taxonomique semble ainsi dépendre a la fois de
I'échantillon et de la méthode d'isolement de I'ADN (Knudsen et al., 2016).

Comme vu précédemment, les kits d’extraction eux-mémes peuvent étre une source de
contamination. Cette contamination est amplifiée lors de cas de faible concentration d’ADN a
extraire. Elle peut également étre différente d’un kit a 'autre (Salter et al., 2014). Dans ce cas, il est
conseillé d’introduire au sein des échantillons un témoin négatif pour identifier les especes
contaminantes (Glassing et al., 2016). Cependant seules quelques études ont utilisé un témoin
négatif, dont celle de Metzger et al., (2018). L'utilisation de techniques de biologie moléculaire
hautement sensibles pour explorer le microbiote et le microbiome dans des échantillons
environnementaux et tissulaires ont détecté la présence d'ADN microbien contaminant dans les
réactifs. Ces contaminants peuvent fausser les distributions taxonomiques et les fréquences
relatives dans les ensembles de données microbiennes ainsi que contribuer a des interprétations et
des identifications erronées (Glassing et al., 2016).

L’extraction de '’ADN dépend également de la fraction laitiere (colostrum, lait), des filtres
utilisés ainsi que des conditions de conservation de I’échantillon (Knudsen et al., 2016; Rintala et al.,
2017). De méme, les résultats PCR dépendent du géne ciblé, du nombre de cycles réalisés, des
amorces utilisées, de la composition réelle de I’échantillon ainsi que du nombre de copies initiales
du géne recherché (Schloss et al., 2011; Tremblay et al., 2015). Le fait que chaque étude utilise une
méthode d’extraction et d’amplification particuliere, dans des conditions de conservation et
d’analyse différentes propres a chaque laboratoire, ceci rend l'interprétation et la comparaison de
leurs résultats respectifs délicates.
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b) Biais d’amplification

L’amplification par PCR a généralement un taux d'erreur de 1 pour 105 a 106 bases (un géne
au hasard est pris pour une amorce alors que ce n’est pas le gene cible) (Cline et al., 1996). Lorsque
I’'amplification est réalisée dans une communauté microbienne hétérogene, le taux de chimérisme
serait compris entre 5 et 45 % (Haas et al., 2011).

Les chimeres sont des séquences artéfactuelles produites au cours de la PCR. Lorsqu’une
séquence en cours d’élongation se détache de sa matrice, elle est susceptible de se ré-hybrider a un
brin matrice différent lors des cycles suivants, et ainsi former une molécule chimérique. Cette
chimeére, composée de la séquence de deux ou plusieurs brins matrices, n’a aucune existence dans
I’échantillon de départ mais devient présente dans I’échantillon apres la PCR et sera donc
séquencée. Les chimeéres étant des sous-produits de PCR, leur abondance est donc nécessairement
plus faible que les séquences réelles. Elles peuvent cependant conduire a la création de clades
chimériques, en abondance faible (Bachy et al., 2013; Shin et al., 2015).

De plus, le rendement de I'amplification par PCR dépend de la séquence elle-méme :
I’hybridation des amorces est influencée par d’éventuels « mésappariements » avec la matrice, la
polymérase peut se « mésappareiller » davantage sur certaines régions du fait de la séquence ou de
structures secondaires. Sans qu’on sache encore le prédire, on peut donc avoir des différences
d’efficacité d’amplification selon les séquences matrices, ce qui conduit a des abondances biaisées
avant et aprés PCR. Ce type de biais ne peut étre corrigé a I’heure actuelle (Aird et al., 2011).

Ici on souligne que les amorces choisies par les études sont différentes, ce qui entraine des résultats
non similaires et non comparables (Figure 7)
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Figure 7 : taux d’utilisation des amorces de la séquence 16S utilisées dans 30 études sur le
microbiote mammaire bovin
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c) Biais lors du séquencage

Comme pour le biais biologique, le nombre de copies de I’ADN 16S varie selon les
organismes, et ces copies peuvent avoir des séquences différentes (Vétrovsky & Baldrian, 2013). Par
ailleurs, les différents biais dans les étapes précédentes peuvent générer des erreurs dans les
lectures des séquencgages. De plus, les banques de données génétiques avec lesquelles sont
comparées les séquences afin de déterminer les genres et familles de bactéries ne sont pas
exhaustives. De ce fait, il est impossible de faire une assignation taxonomique directe et compléte,
ni de compter les séquences pour estimer I'abondance des communautés.

Pour regrouper les lectures de génes correspondantes a un méme groupe, les études utilisent les
OTU (unité taxonomique opérationnelle). Les lectures sont alors alignées et comparées et les
relations entre deux séquences sont exprimées en pourcentage de similarité ou de divergence. Le
seuil de 98,65% de similarité est utilisé classiquement pour différencier deux especes bactériennes
(Kim et al., 2014). Cependant, ce seuil est variable selon le groupe taxonomique, ce qui peut
engendrer des erreurs.

La précision du regroupement OTU dépend de I'algorithme utilisé, mais aussi du prétraitement
des lectures tels que la suppression des lectures de faible qualité et de séquences de chimeres qui
pourraient étre générées pendant I'amplification. Une approche sélective utilisant un filtrage de
qualité trop stricte peut conduire a une perte d'informations affectant particulierement les especes
les moins abondantes, tandis que le regroupement de lectures de faible qualité peut produire des
OTU fausses conduisant a une surestimation de la complexité des échantillons analysés (Albanese
et al., 2015). Pour un échantillon avec des enregistrements de séquences provenant de phyla
connus, il a été estimé que 3% des données publiques pourraient contenir des chiméres. De plus,
étant donné que les génes d'ARNr provenant de I'ADN environnemental sont généralement
amplifiés par PCR, on soup¢onne que de nombreuses séquences chimériques sont intercalées dans
les bases de données publiques (Ashelford et al., 2005). L'effet de ces données de mauvaise qualité
a conduit a plusieurs taxonomies qui se contredisent entre les différentes études.

Des erreurs de séquencage sensu stricto sont des erreurs de lecture par le séquenceur, elles
dépendent de la technologie de séquencage. La technologie 454 (utilisant le pyroséquencage)
introduit des insertions/délétions tandis que la technologie Illumina® entraine des erreurs de
lectures (Nelson et al., 2014). Or, la majorité des études sur le microbiote mammaire bovin utilisent
la technologie lllumina®, ce qui nous améne a remettre en cause I’exactitude les résultats obtenus.
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Figure 8 : taux d’utilisation des différentes technologies de séquengage dans I'’ensemble des études
analysées sur le microbiote mammaire bovin

d) Biais de la métagénomique

Les ADN répétés au sein d’'un méme organisme ou partagés par des organismes distincts
entrainent une complexité de I'assemblage métagénomique. La complexité de I'assemblage est
directement liée au rapport entre la longueur du séquencage et la longueur de la répétition. Les
répétitions intergénomiques sont généralement petites tandis que les répétitions intragénomiques
peuvent étre de la totalité des chromosomes pour des souches étroitement apparentées.

En raison de la complexité du probleme d'assemblage du métagénome, quel que soit I'algorithme
d'assemblage utilisé ou la méthode de séquencage, les assemblages de métagénomes sont
incomplets et contiennent des erreurs. Les méthodes d'évaluation de la qualité et de I'exhaustivité
des assemblages sont donc essentielles pour éclairer les analyses en aval des données assemblées
et pour permettre aux chercheurs de comparer différents outils qui pourraient étre utilisés pour
I'assemblage.

Les méthodes de validation fondées sur des références comparent I'assemblage a une base de
données contenant des genes ou des génomes précédemment assemblés. Elles évaluent comme
des erreurs les différences identifiées entre les données assemblées et la collection de référence.
En revanche, les méthodes de novo reposent sur les caractéristiques des données assemblées elles-
mémes, cherchant a identifier les incohérences internes indicatives d'erreurs d'assemblage
potentielles. Les méthodes basées sur des références sont particulierement efficaces dans les
expériences de comparaison, tentant de reconstruire des communautés avec une composition
connue ; cependant, ces méthodes ont une efficacité limitée dans les ensembles de données réelles.
Par exemple, par la métagénomique les segments provenant d'un génome pour lesquels aucune
séquence de référence n'est disponible ne peuvent pas étre vérifiés par une approche basée sur les
références. Il est également difficile de déterminer si les différences sont des erreurs ou de
véritables différences entre la séquence de référence et son parent au sein du mélange
métagénomique (Olson et al., 2018).
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Bien que la présence de micro-organismes dans le lait soit étayée par un vaste ensemble
d'enquétes dans le monde entier chez différents hoétes, il convient de garder a I'esprit que les
échantillons et les méthodes qui ont été utilisés ne sont pas infaillibles et contiennent de nombreux
biais, ce qui engendre des limites aux conclusions qui peuvent étre tirées.
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Partie |I- Résultats des études récentes

I- La composition du microbiote est complexe

D’apres les études disponibles sur le microbiote mammaire, le lait des vaches contiendrait
une population complexe et variée de bactéries, dont la richesse est estimée a environ 10%-10* UFC
par millilitre. La diversité de ces bactéries est trés importante, avec une abondance relative propre
a chaque individu, voir a chaque quartier mammaire (Addis et al., 2016). Une étude utilisant la
technique métagénomique aurait identifié 146 souches bactériennes différentes au sein d’'un méme
échantillon de lait (Hoque et al., 2019).

La majorité des études a démontré que les principaux phyla bactériens présents dans le lait
sont les Firmicutes, les Protéobactéries, les Bactéroides et les Actinobactéries. Staphylococcus,
Ruminococcaceae, Lachnospiraceae, Propionibacterium, Stenotrophomonas, Corynebacterium,
Pseudomonas, Streptococcus, Comamonas, Bacteroides, Enterococcus, Lactobacillus, et Fusobac-
clinobiotium sont les genres de bactéries les plus fréquemment détectés en utilisant une technique
de métagénomique. (Albonico et al., 2020; Bonsaglia et al., 2017; Ganda et al., 2016; Kuehn et al.,
2013; Oikonomou et al., 2012,). Staphylococcus, Prevotella, Ruminococcaceae, Bacteroidales,
Clostridiales et Pseudomonas ont également été identifiés comme des constituants prédominants
d'un microbiote sain de colostrum (Lima et al., 2017). Des profils bactériens du lait maternel humain
similaires ont été obtenus en utilisant une approche métagénomique (Jiménez et al., 2015). De telles
approches ont également permis de décrire la présence d'ADN fongique, protozoaire et viral dans
les échantillons de lait. La diversité du microbiote du lait maternel humain a également été soutenue
par des approches dépendantes de la culture, qui au-dela des genres dominants Staphylococcus,
Streptococcus et Propionibacterium ont permis l'isolement de membres de Bifidobacterium, Rothia
Enterococcus, Lactobacillus, voire de germes anaérobies obligatoires tels que Veillonella (Perez et
al., 2007; Jost et al., 2013).

Cependant, Metzger et al. (2018) ont étudié les différentes techniques d’échantillonnage
utilisées pour I'analyse du microbiote mammaire et ont suggéré que la détection des bactéries du
genre Pseudomonas pourrait étre attribué a la simple contamination des échantillons, en effet
Pseudomonas est I'un des genres bactériens trouvé de fagon trés abondante dans leurs échantillons
sur substrat stérile, nous pouvons donc nous interroger sur la présence réelle de ce phylum dans le
microbiote mammaire. (Metzger et al., 2018)

Le microbiote mammaire étant largement étudié chez I’'Homme, certaines similarités avec le
microbiote bovin ont été démontrées (Figure 9). Néanmoins, des différences significatives ont été
observée entre les populations microbiennes humaines, bovines et d’autres ruminants, suggérant
une adaptation microbienne a I’'h6te, bien que I'influence de I’environnement ne soit pas exclue (Li
etal., 2017). Cette comparaison entre les différents hotes nous invite a réfléchir sur I'existence d’un
microbiote mammaire universel, des investigations complémentaires avec une standardisation des
méthodes serait nécessaire pour répondre a cette question.
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Figure 9 : comparaison entre les principaux taxons du microbiote mammaire chez la femme et les bovins
(d’apres Oikonomou et al., 2020).

Le microbiote peut comprendre des bactéries, des virus, des champignons et d'autres micro-
organismes. Jusqu'a présent, les recherches se sont principalement concentrées sur la composante
bactérienne du microbiote du lait. Cependant, beaucoup d'entités fongiques et virales pourraient
étre présente en association avec des bactéries. L'exploration des populations fongiques vient de
commencer dans le lait maternel humain et bovin mais ne donne pas encore de résultats probants.
(Boix-Amords et al., 2017, 2019 ; Derakhshani et al., 2018a).

[I- Facteurs de variabilité
2.1 L’environnement
En médecine bovine

Chez les bovins, il semble que la conduite d’élevage notamment I'alimentation influence la
composition du microbiote mammaire. L'influence de la localisation géographique des élevages sur
la composition du microbiote n’a pas été étudiée chez la vache, mais des études menées sur
I’environnement de I'animal et les pratiques zootechniques ont rapportées une relation entre la
composition microbienne du lait et le type de litiere utilisée, les différentes pratiques de traite
(notamment les moyens de préparation des trayons), et le régime alimentaire (Derakhshani, et al.,
2018a; Doyle et al., 2017; Metzger et al., 2018).

Une étude a également analysé si I'alpage entrainait une variation, et a retrouvé des
différences entre les microbiotes des vaches de plaine et des vaches en alpage. En effet, des analyses
métagénomiques ont été réalisées dans le but d'étudier I'évolution microbienne du lait avant,
pendant et apres la transhumance estivale en comparant notamment les deux lots de vaches d’un
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méme élevage, un partant en transhumance et un restant dans la ferme, afin de déterminer si
I'alpage pouvait influencer directement le microbiote du lait. Les données ont montré que le lait
alpin présentait une réduction significative des genres Pseudomonas et une augmentation des
genres Lactococcus, Bifidobacterium et Lactobacilus. Tous les changements microbiens ont disparu
lorsque les vaches ont été ramenées de |'alpage a la ferme couverte (Carafa et al., 2020).

Cependant, nous ne connaissons pas encore les facteurs exacts qui influencent la variation
du microbiote et I'impact de cette variation sur les caractéristiques du lait et de sa qualité (Addis et
al., 2016).

En médecine humaine

Une étude importante sur l'influence géographique sur le microbiote a montré des
différences selon les zones géographiques de vie significatives entre le microbiote du lait des
femmes en Espagne, Finlande, Afrique du Sud et Chine. Il faut cependant étre prudent sur son
interprétation car ces différences géographiques pourraient étre dues a plusieurs facteurs, tels que
I'environnement, I'alimentation ou méme la génétique (Kumar et al., 2016).

Il a également été démontré que la population bactérienne du lait maternel était en étroite
corrélation avec le régime alimentaire. En effet, il y a une relation entre I'apport d’acides gras
saturés et mono-insaturés, de glucides et de protéines, et la variation de la composition du
microbiote mammaire (Kumar et al., 2016). Des différences ont également été trouvées dans le
microbiote du lait maternel en relation avec le mode d’accouchement (Cabrera-Rubio et al., 2012;
Khodayar-Pardo et al., 2014). En effet, une plus grande diversité bactérienne a été trouvée dans le
lait des femmes ayant accouché par voie basse par rapport aux femmes ayant accouché par
césarienne. La césarienne pourrait en effet affecter le microbiote du nourrisson et par la affecter
celui du lait lors de l'allaitement. Cependant, une autre étude n’a trouvé aucune preuve de
différences statistiquement significatives entre les profils microbiologiques du lait prématuré et a
terme, aprés césarienne (élective ou d'urgence) et aprés accouchement par voie basse (Urbaniak et
al., 2016). De plus, de telles études n’ont pas d’équivalent pour les troupeaux bovins bien que les
implications en médecine bovine seraient importantes, surtout pour les races avec une
prédisposition génétique a la césarienne.

2.2 La fraction laitiere
En médecine bovine

Les variations de populations bactériennes retrouvées dans les différents articles pourraient
s’expliquer par la richesse et la composition du lait. En effet, une étude sur la comparaison du
microbiote du lait et du colostrum a montré une différence de composition des microbiotes pour
un méme individu au cours d’une méme lactation (Derakhshani et al., 2018b), ce qui serait d( a la
différence de composition du substrat. En ce sens, dans une autre étude sur des vaches laitiéres
issues de troupeaux expérimentaux, une alimentation plus riche en concentrés a entrainé des
changements dans la composition du microbiote du lait associé a un changement important dans le
taux butyrique du lait, avec une plus grande abondance de bactéries pathogenes associées a des
mammites et a une mauvaise qualité de lait (Tong et al., 2019).

Le microbiote du lait bovin varie également avec le temps, a la fois avec le stade et le nombre
de lactations. Il a récemment été démontré que le colostrum abritait un microbiote complexe et
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diversifié, dont la richesse était significativement plus élevée chez les vaches primipares que chez
les vaches multipares (Lima et al., 2017). Les profils taxonomiques et la diversité seraient également
liés au stade de lactation et varieraient au cours de la premiére semaine de lactation (Derakhshani
etal., 2018b).

Une étude a également comparé le microbiote contenu dans le lait et celui contenu dans les
tissus des glandes mammaires récoltés a |'abattage. Corynebacterium a été identifié comme
principal genre bactérien dans les deux échantillons, mais il est présent en plus grande
concentration dans le lait. La diversité était significativement différente entre les deux matrices
(Pirard et al., 2021). Il existe donc des différences entre le microbiote du tissu mammaire et celui du
lait récolté, ce qui pourrait remettre en cause les études se concentrant uniquement sur la fraction
laitiere.

En médecine humaine

Il a été montré que la composition du lait maternel humain change également avec le temps,
entre le colostrum, la transition et le lait mature avec notamment une augmentation des genres
bactériens couramment retrouvés dans la cavité buccale (Boix-Amorés et al., 2016; Murphy et al.,
2017). Les auteurs suggerent alors que cette évolution est notamment due a l'allaitement et
I’ensemencement de la mamelle depuis la cavité buccale du nourrisson (Murphy et al., 2017).

2.3 Les variations individuelles

Dans certaines études, une grande variation individuelle entre les ruminants d’'un méme
troupeau a été notée aussi bien dans la composition que dans la richesse du microbiote (Oikonomou
et al., 2014, Albonico et al., 2020; Bonizzi et al., 2009; Catozzi et al., 2019).

Chez les bovins, plusieurs facteurs associés a I'hote sont susceptibles d'influencer le
microbiote mammaire tels que les paramétres physiologiques et les caractéristiques anatomiques
du trayon, qui sont des traits génétiques (Derakhshani et al., 2018b).

BILAN

Le microbiote peut étre alors influencé par de nombreux facteurs. Nous avons a I'heure
actuelle un apercu des facteurs qui influencent la composition et I’'abondance relative du microbiote
mammaire. Ces facteurs sont nombreux et parmi eux : le stade de lactation, la parité, les traits
génétiques, I'alimentation, la localisation géographique, les pratiques de gestion, I'hygiéne de traite,
la santé de I’'animal mais la liste reste incompléte pour le moment. Il manque encore de nombreuses
informations pour expliquer certaines variations, et toutes les possibilités n’ont pas encore été
explorées. Une meilleure compréhension de ces facteurs, leur importance relative, leurs effets a
court et long terme, et la résilience de ce microbiote aux perturbations semble indispensable pour
avancer sur le sujet.
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- Avec une capacité de résilience

Partant du postulat de la présence d’'une population bactérienne dans le lait bovin, il est
important d’étudier sa capacité de régénération, face a un incident induisant un changement
drastique de la composition et de la richesse du microbiote, tel qu’une infection par un agent
pathogéne ou l'utilisation d’antibiotiques.

Dans I’étude de Bonsaglia et al., 2017, le microbiote a été évalué juste avant le tarissement. Puis
trois protocoles ont été utilisés : le premier sans traitement, le second avec des bouchons de trayons
et le troisieme avec du ceftiofur en excipient retard infusé par voie intramammaire et des bouchons
de trayon. Le microbiote a ensuite été réévalué a 7 jours post-partum. La conclusion de cette étude
est que dans les 3 cas la diversité ou la concentration du microbiote reste inchangée, ce qui
impliquerait une régénération du microbiote apres l'utilisation d’antibiotiques, ainsi qu’aucune
colonisation de la mamelle par de nouvelles espéces de bactéries pendant la période séche chez les
vaches non traitées et sans la présence de bouchons.

Dans une autre étude, le microbiote mammaire a été étudié avant une infection induite a
Escherichia coli, a un jour puis a 9 jours post infection, deux lots ont été formé, un sans antibiotiques
et un avec utilisation d’antibiotique intramammaire. Le premier jour, la concentration et la diversité
semble trés réduite et semble ensuite revenir a son état de base apres 9 jours post-infection, quel
gue soit le lot (Ganda et al., 2017). Les auteurs suggerent que les communautés microbiennes sont
dynamiques et que la perturbation par les antibiotiques au tarissement est annulée lors de la
nouvelle lactation, et qu’elle reprend rapidement sa communauté de base lors d’'une infection,
grace a une forte capacité de régénération de la flore.

Cependant, dans leur étude, Rault et al. (2021), les chercheurs ont analysé le microbiote de
guartiers cliniguement sains au moment de I’étude mais avec des antécédents différents : un lot de
guartiers n’ayant jamais eu de mammite, et un ayant eu plusieurs épisodes cliniques. Les résultats
ont montré une diversité plus élevée dans les quartiers sains, ce qui montre un lien entre la
composition du microbiote et de la santé mammaire, méme a distance de |'épisode infectieux.

Le travail de recherche de Gryaznova et al., (2021), souligne également une augmentation
significative des genres Cutibacterium, Blautia, Clostridium sensu stricto, Staphylococcus,
Streptococcus et Microbacterium pour les lots de vaches présentant des infections mammaires.
L'abondance relative croissante des genres Staphylococcus et Streptococcus est associée a une
mammite subclinique. Les données montrent qu'une augmentation relative de I'abondance des
genres Staphylococcus et Microbacterium peut étre un signe précoce d'infection. (Gryaznova et al.,
2021)

De méme, dans une autre étude, la comparaison d’échantillons de lait sains et de mammites
montre que la composition communautaire du microbiote de ces différents lots variait également
beaucoup. Dans le lait de vaches saines, le microbiote était majoritairement composé de
Lactococcus lactis, Acinetobacter johnsonii et Bacteroides dorei, alors que lors de mammites, il était
composé principalement de Bacillus cereus, Clostridium cadaveris et Streptococcus suis (Ma et al.,
2021).

On peut également émettre I’"hypothése que lors de la détection de bactéries non vivantes
par la méta-génétique, la présence des antibiotiques n’influencerait pas la composition du
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microbiote détecté. Seule I'infection par un agent pathogene exercerait une influence sur la
composition supposée du microbiote car un seul taxon serait largement prédominant (car le seul
vivant) dans I’échantillon. En ce sens, lors de la mise en place d’antibiotiques sur des individus sains,
aucun changement significatif n’a été décrit dans I'étude de Ganda et al. (2017), seule I'infection

engendrant un changement important.
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Partie Il - Cohérence avec la physiologie de la mamelle

I- Postulats sur la colonisation mammaire

De nombreuse théories concernant la colonisation de la mamelle par le microbiote ont
émergées a la suite des études sur le microbiote mammaire bovin. La premiére théorie est
I’existence de I’axe entéro-mammaire.

1.1 'axe entéro-mammaire.

La voie entéro-mammaire est une hypothése selon laquelle certaines bactéries du microbiote
gastro-intestinal ont été sélectionnées pour atteindre les sécrétions mammaires via les leucocytes
sanguins chez les bovins et les souris (Fernandez et al., 2013; Perez et al., 2007). Ce processus a été
étudié chez les souris et les humains (Jost et al., 2013) et pourrait s’appliquer aux bovins (Young et
al., 2015).

Les résultats de ces études ne prouvent pas définitivement cette hypothése, mais des fragments
bactériens communs aux deux microbiotes pourraient suggérer la présence de cet axe entéro-
mammaire. En effet Young et al., 2015 ont prélevés échantillons de leucocytes de matiéres fécales,
de sang et de lait sur des vaches en lactation en bonne santé, et leur composition bactérienne a été
étudiée en utilisant une approche métagénomique. lls ont alors trouvé des similarités entre le
microbiote mammaire et gastro-intestinal, notamment la présence de bactéries appartenant au
genre Ruminococcus, a la famille des Peptostreptococcaceae et au genre Bifidobacterium.

Dans I'étude de Avershina et al., (2018) les microbiotes mammaire, vaginal et fécal ont été
comparés chez les femmes juste avant et apres I'accouchement, on observe alors que les
échantillons de lait sont comparables a ceux des échantillons vaginaux et fécaux d’'une méme mere,
et qu’il y a une plus grande différence entre les individus.

Chez les femmes, I'analyse d'échantillons de lait et de sang périphérique prélevés de maniére
aseptique sur des femmes allaitantes en bonne santé et des excréments de meéres et de nourrissons
a révélé des signatures bactériennes communes, suggérant que les cellules immunitaires pourraient
étre capables de transporter des bactéries intestinales ou, au moins, des composants bactériens du
tractus intestinal a la glande mammaire (Perez et al., 2007).

Chez la souris, des souches de bactéries lactiques ont été administrées par voie orale et
retrouvées dans les tissus mammaires et le lait des souris gravides et allaitantes, mais pas chez les
souris témoins, n’ayant pas recues de bactéries lactiques (Azagra-Boronat et al., 2020 ; de Andrés
etal., 2018).

Quelques OTUs correspondant aux genres Bifidobacterium et Ruminococcus et a la famille des
Peptostreptococcaceae ont été trouvées communes aux trois types d'échantillons (intestinal,
vaginal et mammaire) chez les bovins. Cependant, il n'a pas été établi si ces OTU communes
correspondaient aux mémes souches et si ces souches étaient viables. Des investigations
supplémentaires seraient nécessaires pour confirmer ou infirmer I'hypothése de transfert de
bactéries viables du tractus intestinal vers le lait chez les femmes et les vaches par voie entéro-
mammaire. De plus ces bactéries intestinales devraient surmonter plusieurs « pare-feu »
immunologiques et tromper de maniére inattendue le systéeme immunitaire aprées translocation
pour atteindre la glande mammaire (Poutrel & Rainard, 2017).
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Dans I'étude de Catozzi et al. (2019), il existe peu de variations intra-individuelles entre chaque
guartier mammaire dans le microbiote mammaire bovin, alors que les quartiers peuvent étre
indépendamment atteint de mammite. La colonisation de la mamelle pourrait alors se faire par voie
ascendante lors de la traite ou I'allaitement, mais entrainerait probablement des différences entre
les quartiers. Cette faible variation intra-individuelle va dans le sens que tous les quartiers sont
colonisés par la méme source, qui pourrait étre I'axe-entéromammaire.

Malgré les obstacles a I'hypothese de I'axe entéro-mammaire, certaines études ont avancé une
base scientifique plausible. Il a été montré que les cellules dendritiques peuvent pénétrer
I’épithélium intestinal afin d’absorber les bactéries dans la lumiére intestinale (Figure 10). En effet,
les cellules dendritiques peuvent ouvrir les jonctions serrées des cellules épithéliales afin d’envoyer
des dendrites hors de I'épithélium tout en préservant I'intégralité de la barriére intestinale (Grice et
al., 2009).

Intestin maternel

0 Bactéries
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Figure 10 : fonctionnement de I'axe entéro-mammaire (d’aprés Rodrigez, 2014)

En utilisant un tel mécanisme, une souche de Salmonella typhimurium déficiente en génes
d'invasion était capable d'atteindre la rate aprés administration orale a des veaux (Rescigno et al.,
2001). Ce mécanisme n'est peut-étre pas exclusif aux cellules dendritiques, car les lymphocytes
CD18+, y compris les macrophages, se sont révélés essentiels a la dissémination extra-intestinale de
Salmonelles non invasives (Rescigno et al., 2001). Il a également été montré que les cellules
dendritiques intestinales peuvent retenir de petit nombre de bactéries commensales vivantes
pendant plusieurs jours dans les ganglions lymphatiques mésentériques (Fernandez et al., 2013).
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Une fois a l'intérieur des lymphocytes et/ou des macrophages, les bactéries intestinales pourraient
se propager a d'autres endroits puisqu'il existe une circulation de lymphocytes dans le GALT. Les
cellules stimulées par antigene se déplacent de la muqueuse intestinale pour coloniser des surfaces
muqueuses distantes, telles que celles des voies respiratoires et génito-urinaires, des glandes
salivaires et lacrymales et, de maniére plus significative, celle de la glande mammaire en lactation
(Fernandez et al., 2013).

De plus, juste avant la naissance, chez la mére, il a été montré qu’il y a une forte stimulation de deux
marqueurs d’activation des cellules dendritiques : le complexe d’histocompatibilité de classe Il et |a
protéine B7.2 (Wallace et al., 2003). Plus tard, une autre étude a montré que la translocation
bactérienne de l'intestin aux ganglions lymphatiques mésentériques et a la glande mammaire se
sont produits en fin de grossesse et de lactation chez la souris. Ces cellules mononuclées du sang
périphérique ont montré une plus grande diversité chez les sujets gravides que celles obtenues a
partir de sujets témoins. Pris ensemble, ces résultats suggerent que les bactéries et les composants
bactériens d'origine intestinale sont transportés vers le sein en lactation dans les cellules
mononuclées (Azagra-Boronat et al., 2020).

1.2 Colonisation par exposition externe
Chez 'Homme

Les bactéries présentent dans le lait sont également susceptibles de provenir d’une
contamination externe par exposition au microbiote environnant lors de l'allaitement. Chez
I'Homme, on a longtemps considéré que le microbiote mammaire résultait d’'une contamination
externe par la peau de la mére ou la cavité buccale du nourrisson.

Cependant, de nombreuses différences sont a noter entre la composition de la communauté
bactérienne mammaire et cutanée chez la femme, il a été découvert des bifidobactéries et des
lactobacilles non présents dans le microbiote cutané du sein. De plus il convient de souligner que
bien que les staphylocoques, les corynébactéries et les propionibactéries aient été
traditionnellement associés a la peau, ils sont répandus dans la plupart, sinon la totalité, des
surfaces muqueuses humaines ; en effet, les populations de ces groupes bactériens atteignent leurs
concentrations les plus élevées dans les couches muqueuses des voies digestives et génito-urinaires
(Cabrera-Rubio et al., 2012; Rodriguez, 2014).

Le microbiome entre les localisations du corps constitue un réseau dynamique, la possibilité que
la bouche du nourrisson ou la peau de la mére puissent fournir des bactéries est compatible avec la
physiologie (Figure 11)(Rodriguez, 2014). En effet la bouche du nourrisson peut contaminer le lait
en raison du retour du lait dans les canaux mammaires. Cela n’explique pas en revanche pourquoi
le colostrum sécrété contient déja un microbiome trés similaire a celui du lait maternel (Martin et
al., 2003).
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Figure 11 : interaction du microbiote mammaire avec le microbiote salivaire du nourrisson (d’apreés
Rodrigez, 2014)

Des recherches sur le microbiote de la salive du nourrisson ont montré que des espéces de
Streptococcus sont trés présents. Celles-ci font partie des phylotypes les plus abondants dans les
échantillons de colostrum et de lait (Jost et al., 2013). De méme, les staphylocoques,
corynebactéries et propioniebactéries sont également fréquents dans le lait maternel et se
retrouvent sur la peau adulte humaine, ce qui appuie I'hypothése selon laquelle les bactéries du lait
maternel influencent les bactéries salivaires du nourrisson et vice versa, et que des interactions avec
le microbiote cutané sont possibles (Rodriguez, 2014).

Cependant, une comparaison des communautés bactériennes détectées dans le lait a celles
de la peau trouvée sur le sein indique que bien que les deux communautés partagent certains
phylotypes, des différences majeures existent également (Rodriguez, 2014). Ces différences
pertinentes entre les deux communautés indiquent que les communautés bactériennes dans le lait
ne sont pas simplement le résultat d'une contamination cutanée. Le prélévement de lait maternel
pour analyse microbiologique doit tenir compte du fait que la contamination cutanée est quasiment
inévitable et que, logiqguement, des doutes sur la localisation d'origine (glande mammaire interne
ou peau) des bactéries isolées peuvent surgir. Cependant, des études indépendantes ont montré
gue les lactobacilles ou les bifidobactéries ne pouvaient pas étre isolés a partir d'écouvillons de peau
de sein obtenus aupres de femmes qui ont fourni des échantillons de lait a partir desquels ces
bactéries ont été identifiées (Martin et al., 2003).
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Chez les bovins

Des observations ont été faite concernant le microbiote mammaire bovin, comparé a celui de la
peau des trayons (Doyle et al., 2017). La présence de certaines bactéries présentes dans la cavité
buccale du veau se retrouve également dans le microbiote mammaire (Murphy et al., 2017). Il est
donc possible qu’il existe lors de la traite ou I'allaitement un flux rétrograde de bactéries colonisant
les trayons puis la mamelle.

Les genres Propionibacterium sp., Staphylococcus sp et Corynebacterium sp., ont été découverts
dans le lait maternel bovin lors des études mentionnées ci-dessus. Ce sont des genres
habituellement retrouvés dans I'écosystéme cutané de la vache. (Lima et al., 2017; Oikonomou et
al., 2020)

[I- Epithélium mammaire non muqueux
Comme nous l'avons vu dans I'avant-propos, tous les microbiotes établis a I’heure actuelle,
sont dans un mucus a la surface de leur épithélium. Nous pouvons donc alors nous demander si le
lait peut remplir le réle de mucus et déterminer si le microbiote potentiel se trouve sur la surface
épithéliale ou est libre dans le lait. A ce jour, aucune étude n’a élucidé la question. Nous pouvons
alors nous interroger si ce potentiel microbiote est bien présent dans la mamelle, et s'il est aussi
fonctionnel que ceux déja établis.

Il reste également a évaluer si les bactéries présentes a l'intérieur de la glande mammaire
ou dans le trayon ou encore dans le lait directement peuvent interagir avec les cellules hotes et
influencer la santé de la glande mammaire. Des expériences in vitro d'interactions entre des
bactéries (principalement des agents pathogenes) et des cellules épithéliales de la glande
mammaire bovine suggerent que méme de tres faibles concentrations de bactéries au-dessus de la
monocouche cellulaire peuvent induire une réponse immunitaire des cellules (Roussel et al., 2015).
Nous pouvons donc en conclure que si le microbiote est bien présent, il est possible qu’il interagisse
avec les cellules épithéliales, notamment au niveau de la réponse immunitaire et donc aider a la
protection de son hoéte.

[ll- Prophylaxie actuelle : repose sur une idée « stérile » de la mamelle

Le concept du microbiote mammaire a été développé au cours de la derniére décennie par
certaines équipes de chercheurs travaillant sur la mammite chez la femme qui allaite (Martin et al.,
2003). Ce concept a remis en cause l'idée regue de la stérilité mammaire. Cette idée a d’ailleurs été
formalisée dans un rapport de I'Organisation Mondiale de la Santé (World Health Organization,
2000).

Dans ce rapport, il a été considéré que des bactéries sont souvent présentes dans le lait de seins
asymptomatiques, avec un spectre bactérien tres similaire a celui trouvé sur la peau, y compris les
staphylocoques et les streptocoques. Il est a noter que malgré des techniques soignées pour la
collecte, seuls 50% des prélevements sont stériles, tandis que d'autres montrent la présence de
colonies développées a partir de contaminations.

Si les résultats des études présentées précédemment sont justes et applicables chez les bovins,
il faudrait alors complétement revoir la protection actuelle contre les mammites, car elle repose
aujourd’hui sur le postulat de la stérilité mammaire, en utilisant des antibiotiques parfois
systématiquement au tarissement et en utilisant une méthode la plus aseptique possible (utilisation
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de désinfectants importante) lors de la récolte laitiere. De nombreuses études ont démontré que
les bactéries sont courantes dans le lait des ruminants en bonne santé. Mais elles étaient
considérées comme cause potentielle de mammites ou comme menace potentielle pour la santé
humaine, en raison du transfert potentiel de bactéries pathogenes.
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Partie IV- conséquences et perspectives

|- Conséquences sur les connaissances de la pathogénie des mammites
Au vu des résultats des différentes études analysées précédemment, nous pouvons nous
demander si une possible dysbiose de ce microbiote jouerait un réle dans les affections de la
mamelle, et plus précisément des mammites bactériennes.

Le profil microbien des échantillons de lait provenant de quartiers sains n’est pas toujours
cohérent parmi les études sur le microbiote mammaire bovin. Cependant elles ont constaté une
association entre mammite et microbiote « dysbiotique ». En effet, I'analyse des différences de
composition microbienne, de leur concentration ainsi que de leur uniformité a montré une
différence importante entre les quartiers inflammés et les quartiers sains. Par exemple, une
dysbiose bactérienne a été décrite chez des femmes allaitantes souffrant de douleurs mammaires
et/ou de mammite (Jiménez et al., 2008 ; Jiménez et al., 2015 ; Maldonado-Lobdn et al., 2015 ;
Mediano et al., 2017). Dans les cas de mammite, le microbiote du lait refléte une perte de diversité
bactérienne et une forte augmentation de I'abondance des séquences liées aux agents étiologiques
présomptifs tels que Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis dans la mammite aigué
et subaigué respectivement (Jiménez et al., 2015 ; Patel et al., 2017). De méme, chez les bovins, les
infections intra-mammaires cliniques et subcliniques sont associées a des changements dans le
microbiote du lait (Oikonomou et al., 2012, 2014 ; Kuehn et al., 2013 ; Falentin et al., 2016 ; Lima et
al., 2017). Certaines études ont rapporté une diversité bactérienne plus faible dans le lait ou les
trayons affectés (Oikonomou et al., 2012 ; Falentin et al., 2016 ; Ganda et al., 2017). La plupart des
études ont été menées pour mieux comprendre |'écologie bactérienne au moment de l'infection
(Oikonomou et al., 2012 ; Kuehn et al., 2013). Ceci est particulierement intéressant car le ou les
agents pathogénes responsables de la mammite ne sont pas identifiés par des méthodes dépendant
de la culture dans de nombreux cas cliniques de mammite.

Dans I’étude de Rault et al. (2021), pour mieux comprendre les relations entre le microbiote
des trayons et les systemes immunitaires et réponses microbiennes, les auteurs ont utilisé le
passage d'une traite biquotidienne a une traite quotidienne chez des animaux initialement sains.
Les quartiers ayant une diversité et une concentration bactérienne plus élevées avaient des
marqueurs d’inflammation plus précoces mais sans développer de mammite, ce qui pourrait
suggérer que la composition et la concentration du microbiote jouent un réle dans la réponse
immunitaire de la glande mammaire.

Dans I'article publié en 2017 par Ganda et al., I’évolution du microbiote mammaire aprés
avoir été mis en contact avec un agent pathogene in vivo (souches pathogénes d’Escherichia coli)
est étudiée. L'infection expérimentale a alors augmenté la concentration cellulaire dans le lait. Les
membres de la famille des entérobactéries dominent le microbiote dans le quartier infecté, peu de
temps aprés la mise en contact avec I'agent pathogéne. La diminution du taux cellulaire dans le lait
est parallele a la diminution de la présence des entérobactéries. Cette résolution a lieu de fagon
spontanée, quelques jours apres l'infection, et le microbiote du quartier infecté retrouve la méme
diversité et composition que les quartiers non infectés, que ce soit avec ou sans utilisation de
traitement antibiotique, ce qui suggére une certaine résilience de I’équilibre microbiotique. (Ganda
etal., 2017)
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On peut alors se demander si I'équilibre du présumé microbiote mammaire peut étre assuré et
aidé par d’autres éléments que les antibiotiques, tels que des prébiotiques ou probiotiques afin de
protéger la mamelle d’infections bactériennes.

Il- Conséquences des traitements antibiotiques sur le microbiote mammaire

Les études mentionnées dans le précédent paragraphe analysent les changements de la
communauté microbiotique lors d’une infection. Dans I'étude de Falentin et al. (2016), les quartiers
sains ont montré une plus grande diversité microbienne que ceux ayant des antécédents de
mammites lors des précédentes lactations (Falentin et al., 2016). Nous pouvons des lors nous
demander si ces altérations du microbiote sont provoquées par I'infection par un agent pathogéne
ou l'utilisation des antibiotiques, ou si elles précedent l'infection. Cependant, dans I'étude de
Bonsaglia et al. (2017), il semble que les vaches ayant recu un traitement antibiotique au
tarissement et les vaches ayant recu un simple bouchon aient un résultat similaire en termes de
santé mammaire et de diversité du microbiote, en début de lactation. Il semble également que la
diversité et la composition du microbiote peut changer trés rapidement, car ils ont des résultats
différents a un ou deux jours d’intervalle, ce qui montre un caractére dynamique du microbiote
mammaire. De nouvelles études sur le retour a I'équilibre du microbiote a la suite de l'utilisation
d’antibiotiques sont nécessaires pour confirmer ces découvertes.

e Perspectives futures : nouvelles mesures de prophylaxie ?

La gestion la plus courante des mammites subcliniques utilise un antibiotique intra-
mammaire administré au début de la période de tarissement, visant a éliminer une infection
subclinique persistante ou a prévenir de nouvelles infections lors de la période a risque qu’est le
tarissement. Pendant de nombreuses années, il était trés courant d’utiliser ces antibiotiques sur
tous les quartiers de toutes les vaches du cheptel. De nombreux pays ont depuis opté pour une
approche utilisant moins d’antibiotiques, les utilisant seulement sur les vaches ayant un historique
de mammite lors de la précédente lactation ou un comptage cellulaire élevé avant le tarissement,
signe de mammite subclinique. Des inquiétudes ont alors été soulevées sur I'impact de cette
approche sur la sélection de souches résistantes aux antibiotiques (Oliver et al., 2011).

La théorie de I'axe entéro-mammaire ouvre des alternatives intéressantes a l'utilisation des
probiotiques pour la santé de la mamelle. Si des probiotiques ingérés ont la capacité d’accéder a la
glande mammaire par circulation sanguine, ils pourraient étre utilisés pour lutter contre les agents
pathogenes impliqués dans le développement de mammites. Cependant de nombreuses recherches
supplémentaires sont nécessaire pour valider cette théorie et envisager cette utilisation de
probiotiques.

Concernant le potentiel des probiotiques, une étude menée en humaine a administré par voie
orale le probiotique VSL3 (mélange de 8 souches bactériennes) a des femmes enceintes et
allaitantes, ce qui a entrainé des concentrations plus élevées dans le colostrum et le lait de
Lactobacillus et Bifidobacterium (contenu dans les probiotiques) par rapport au lot témoin ayant
recu un placebo (Mastromarino et al., 2015). Cependant une autre étude a montré qu’une ingestion
de lait contenant Bifidobacterium et Lactobacillus n’a pas provoqué de différence significative dans
la composition du microbiote (Simpson et al., 2018).
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Arroyo et al. ont montré en 2010 que I'administration orale de lactobacilles isolés du lait de
femmes en bonne santé était plus efficace que l'antibiothérapie dans le traitement de mammites
humaines. De plus, les bactéries chez les femmes traitées qui n'avaient pas de lactobacilles dans
leur lait avant le traitement ont été colonisées par les souches de lactobacilles utilisées dans I'essai,
ce qui suggere que des approches de traitement probiotiques de la mammite sont envisageables
(Arroyo et al., 2010).

Chez les bovins, I'administration intramammaire de lactocoques semble étre aussi efficace
pour éliminer les infections subcliniques chroniques qu'un traitement antibiotique (Klostermann et
al., 2008). Cependant, plutdét que de reconstituer I'équilibre du microbiote, certains auteurs
soutiennent que cela pourrait étre d( a une stimulation immunitaire permettant une réponse de la
glande mammaire et I'élimination des agents d'infection intramammaire subclinique (Crispie et al.,
2008 ; Mignacca et al., 2017). Conformément a ce concept, Pellegrino et al. (2017), décrivent que
I'inoculation de bactéries lactiques chez les vaches en période de tarissement augmentait la
guantité d'isotypes d'lgG dans le sang et le lait et ont constaté que ces anticorps étaient capables
de reconnaitre les épitopes de Staphylococcus aureus. La prolifération des lymphocytes mammaires
était significativement plus élevée dans le groupe inoculé a tous les points de temps testés, apres la
stimulation de bactéries lactiques ou de Staphylococcus aureus. Les résultats ont montré que les
probiotiques pouvaient étre une alternative naturelle et efficace dans la prévention de la mammite
bovine en période de tarissement et agir comme un immunomodulateur stimulant les lignes de
défenses locales et systémiques. Cependant, une concentration cellulaire trop élevée entraine des
conséquences sur la production, les normes européennes imposant un faible taux cellulaire. Cette
utilisation de probiotiques, dans ce contexte, est donc a nuancer (Pellegrino et al., 2017).

En accord avec la préoccupation concernant I'antibiorésistance et de la politique One Health,
la présence de bactéries résistantes aux antibiotiques (« résistome ») dans le microbiote mammaire
humain a commencé a étre explorée, et suggére leur role dans la formation du résistome du
microbiote gastro-intestinal du nourrisson (Parnanen et al., 2018). En effet, des études montrent
que le lait maternel serait le vecteur du GIT des nouveaux nés (Jost et al., 2015 ; Murphy et al., 2017
; Parndnen et al., 2018). En revanche, dans une étude récente sur les femmes, Simpson et al. (2018),
ont conclu qu'il était peu probable que I'allaitement soit une source importante de ces probiotiques
pour les nourrissons et donc que l'administration orale de probiotiques aux meéres n'a pas
d'incidence significative sur la composition globale du microbiote du nouveau-né. L'utilisation de
probiotiques chez la mere pour aider la formation du GIT chez le nourrisson semble donc peu
efficace pour le moment (Simpson et al. 2018)

De toute évidence, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour comprendre
I'impact de I'administration de probiotiques sur le microbiote du lait de vache ainsi que sur le
microbiote gastro-intestinal des descendants et sur leur état de santé respectif.
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CONCLUSION

L’existence d’'un microbiote mammaire bovin et humain a été suggérée par de récentes études. En
effet les méthodes de séquencage ont montré que malgré I'absence de populations détectées par les
méthodes de culture classique, de nombreux clades sont retrouvés dans le lait. Les méthodes les plus utilisées
dans les études sur le microbiote mammaire bovin utilisent une PCR et un séquencage de I’ARNr 16S. Ces
méthodes entrainent des biais biologiques, des erreurs lors de I’échantillonnage, des biais technologiques et
des erreurs de séquencage, ce qui engendre des limites aux conclusions de ces articles.

Ces conclusions montrent cependant un microbiote d’'une grande complexité du fait de sa richesse
en composition et en concentration bactériennes, avec de nombreux facteurs de variabilités tels que le stade
de lactation, les traits génétiques, la parité, I'alimentation, la localisation géographique, les pratiques de
gestion d’élevage et d’entretien des animaux, I’hygiene de la traite et la santé de I'animal. Le microbiote
semble avoir une grande capacité de régénération a la suite d’un incident qui pourrait changer sa
composition tel gu’une infection ou l'utilisation d’antibiotiques.

De nombreuses théories sur la colonisation du microbiote mammaire ont émergés, la premiére étant
celle de I'axe entéro-mammaire. Cette hypothése repose sur la théorie d’une sélection de bactéries gastro-
intestinales qui atteindraient les sécrétions mammaires via des leucocytes sanguins. Il existe également la
théorie de I'exposition externe qui correspond a la colonisation du parenchyme mammaire par les bactéries
de I’environnement notamment de la peau et de la bouche du nourrisson ou du veau allaités.

La prise en compte d’un tel microbiote entraine des conséquences sur la prophylaxie actuelle des
mammites. En effet pour le moment, leur prévention repose sur le postulat de la stérilité mammaire et utilise
des antibiotiques parfois systématiquement au tarissement, ainsi que la méthode la plus aseptique possible
lors de la récolte du lait. Or, dans certaines études, il a été montré qu’'une mamelle « dysbiotique »
entrainerait une inflammation voire une infection mammaire. On peut alors se demander si les traitements
préventifs a base antibiotiques pourraient étre remplacés par I'utilisation de prébiotiques ou probiotiques.
Des recherches supplémentaires sont nécessaires afin de comprendre I'impact de I'administration de
probiotiques sur la santé mammaire.
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ANNEXES

Annexe 1 : tableau de données de matériel et méthodes utilisées les différents articles sur I'identification du microbiote mammaire

bovin sélectionnés pour les statistiques

Auteurs Date Extraction type amorce Séquengage
Albonico 2020 Power Soil Kit (MO BIO) Va4 MiSeq, Nlumina
Bhatt 2012 DNA Mini Kit (QJAGEN) 0 Mmge:m'q"
Bonsaglia 2017 Power Sail Kit (MO BIO) V4 MiSeq, Numina

Catozzi (a) 2019 Power Sail Kit (QIAGEM) W4 lon Torrent

Catozzi (b) 2019 Power Sail Kit (QIAGEM) WV lon Torrent

Catozzi (c) 2017  Power Soil Kit [QIAGEN) V1-v2 lon Torrent
Dahlberg 2019 Power Soil Kit (MO BIO) V3-v4 MiSeq, lllumina

) Fungal/Bacterial DMNA Kit . .
Derakhshani 2018 V1-v2 MiSeq, Hlumina

(ZYMO])

Doyle 2017 Power Soil Kit (QIAGEN) Va4 MiSeq, Nlumina
Falentin 2016 DA Mini Kit (QIAGEN) W3-va Pyroséquengags
Ganda (a) 2017 Power Soil Kit (MO BIO) V4 MiSeq, lllumina
Ganda (b) 2016 Power Soil Kit (MO BIO) V4 MiSeq, lllumina
Hogue 2019  PowerClean (QUIAGEN) 0 Mmg&:“"“q“
Kuehn 2013 DA Mini Kit (Q1AGEN) V1-W2 Pyroséquengage
Li 2017 Power Soil Kit (MO BIO) V13 MiSeq, Nlumina
Lima 2017  Power Soil Kit (MO BIO) va MiSeq, llumina
Lima 2018 Power Sail Kit (MO BIO) V4 MiSeq, lllumina
Metzger (a) 2018 DA Mini Kit (Q1AGEN) V4 MiSeq, llumina
Metzger (b) 2018 DNA Mini Kit (QIAGEN) V4 MiSeg, llumina
Dikonomou (a) 2014 DNA Mini Kit (QIAGEN) W1-w2 Pyroséquencage
Qikonomou (b) 2012 DA Mini Kit (JIAGEN) W1-W2 Pyroséquengage
Porcellato (a) 2020 Power Food (MO BIO) V3-v4 MiSeq, llumina
Porcellato (b) 2018 ”'“ﬂﬁggﬁp'" Kit V3-V4 MiSeg, lllumina
Porcellato (c] 2016 ”'“ﬂﬁgggp'" kit V3V MiSeg, lllumina
Quigley (a) 2013 Power Food [MO BIO) Wi Pyroséquencage
CQuigley (b) 2012 Power Food (MO BID) Wi Pyroséquengage
Skeie 2019 Mag Midi kit [LGC) V3-v4 MiSeg, lllumina
Taponem 2019 Poweer Food (MO BIO) V3-v4 MiSeq, llumina
Tong 2012  Power Soil Kit [QIAGEN) Viv2 MiSeq, lllumina
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Résumé :

L’existence d’un microbiote mammaire a été suggérée par de récentes études et leurs résultats fait
débat. En effet les nouvelles méthodes de séquencage montrent une présence de population bactérienne
dans le lait alors que la mamelle était jusqu’ici considérée comme stérile. Notre travail de thése est un état
des lieux bibliographique sur le microbiote mammaire bovin. Notre travail étudie les méthodes utilisées dans
les différentes études sur le sujet et les compare. En effet de nombreux biais ont remis en cause les résultats
de ces études. Nous étudions également les résultats de ces études, qui nous montrent un microbiote
complexe, avec une grande richesse en composition et concentration de bactéries. Les résultats montrent
également de nombreux facteurs de variations individuelles. Nous nous interrogeons également sur la voie
de la colonisation de la mamelle, en ce sens nous étudions I'axe entero-mammaire et la colonisation externe.
Aucune des voies n’est clairement établie aujourd’hui, des études complémentaires sont nécessaires. Les
résultats de ces études entrainent également de nombreuses questions sur la prophylaxie actuelle utilisée
contre les mammites, ainsi que sur |'utilisation de probiotiques pour la santé de la mamelle. Ici encore, de
nouvelles études sont nécessaires afin d’élucider la question des probiotiques.

En conclusion, la présence d’'un microbiote mammaire bovin semble établie, mais de nombreuses
études complémentaires sont nécessaire afin de comprendre le fonctionnement et I'impact de cette
découverte.

Mots clés : microbiote — glande mammaire — bovins — étude bibliographique
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