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INTRODUCTION

Le microbiote intestinal, communauté complexe et dynamique constituée de
micro-organismes, incluant bactéries, virus, champignons et protozoaires, au sein d’'un
environnement particulier, participe aux fonctions immunitaires, métaboliques et
digestives. De nombreuses études, principalement chez 'Homme, mais aussi chez
d’autres Mammiféres, mettent en lumiére les interactions mutuellement bénéfiques
entre 'hdte et son microbiote intestinal. A titre d’exemple de cette dynamique
symbiotique, les bactéries du microbiote intestinal fermentent les fibres alimentaires
non digestibles afin de produire des acides gras a chaine courte (AGCC), comme le
butyrate, qui fournit une source d’énergie pour les cellules intestinales, renforcant la
barriére intestinale et ayant des effets anti-inflammatoires. En échange, I'organisme
garantit au microbiote intestinal un environnement propice a son développement
(humidité, température, pH ainsi que des nutriments indispensables a sa survie) (Sato
et al. 2020).

La recherche sur le microbiote intestinal, que ce soit chez 'Homme, mais
également chez I'espéce canine, a suscité un intérét croissant en raison de son impact
profond sur la santé de 'héte. Ces avancées permettent notamment de comprendre
les liens entre des déséquilibres a I'échelle du microbiote, appelés état de dysbiose,
et certaines pathologies telles que les maladies auto-immunes, inflammatoires et
psychiques.

De plus, ces recherches chez certaines espéces de Mammiféres, notamment ’'Homme,
le cochon et la souris, ont montré I'importance des premiéres semaines de vie sur le
développement du microbiote, et son impact sur la santé a court et long terme
(Matamoros et al. 2013) (Guevarra et al. 2019). A ce jour, il est encore complexe
d’extrapoler le lien entre le microbiote et les pathologies chez les jeunes individus. En
effet, des différences notables ont été mises en évidence entre le microbiote de I'adulte

et celui du jeune, notamment chez ’humain ou bien le chat (MASUOKA et al. 2017).

Au sein de I'espéce canine, I'intérét pour le microbiote intestinal est grandissant,
mais les données restent peu nombreuses, notamment chez le jeune, en témoignent
les moins de 10 études parues entre 2023 et 2024 chez le chiot contre plus de 800

publiées chez I'enfant (Garrigues et al. 2022). Parmi ces quelques études, certaines
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ont permis de mieux comprendre le développement du microbiote chez le chiot dans
les premiers jours aprés la naissance et mettent en évidence les changements
importants au sein des communautés bactériennes entre les premiers jours de vie et
les semaines qui suivent, en relation avec des événements de santé néonatale
(Garrigues et al. 2023).

Un travail de recherche est encore nécessaire afin d’approfondir le lien entre le
microbiote dans les premiéres semaines de vie et son impact sur la santé et le bien-

étre du chiot.

Ainsi, exploiter et moduler le microbiote intestinal et son lien avec la santé chez
le chiot représente un levier prometteur en médecine vétérinaire notamment dans le
but de prévenir les risques de mortalité. En effet, la mortalité au sein de I'espéce canine
reste élevée avec prés d’un chiot né vivant sur dix n’atteignant pas I'age de deux mois.
Ceci représente un enjeu majeur pour les éleveurs et les vétérinaires (Mila 2015)
(Chastant-Maillard et al. 2017). La mortalité survient principalement durant la période
néonatale, correspondant aux trois premiéres semaines de vie (Brevaux 2018). La
fenétre temporelle peut méme étre réduite car les chiots touchés le sont principalement
dans les premiers jours, avec une mortalité durant la période néonatale précoce, et
plus précisément entre 0-2 jours chez plus de deux tiers d’entre eux (Nobre Pacifico
Pereira et al. 2022).

Parmi les causes identifiées, les infections bactériennes sont les principales
responsables (Meloni et al. 2014) (Indrebg, Trangerud, Moe 2007). L'étude des
populations bactériennes présentes au sein du microbiote fécal des chiots dans la
période néonatale, pourrait apporter des informations cruciales sur un potentiel lien

pouvant expliquer la mortalité néonatale observeée.

La premiere partie de ce manuscrit consiste en une revue de la littérature
concernant le microbiote intestinal et la mortalité néonatale chez le jeune mammifére
et particulierement chez le chiot.

La seconde partie est une étude expérimentale visant a comparer le microbiote
fécal a la naissance et a deux jours d’age entre une cohorte de chiots vivants et une

de chiots décédés pendant la période néonatale.
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PARTIE I. ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE - MICROBIOTE
INTESTINAL ET MORTALITE NEONATALE

Dans cette premiére partie, la notion de microbiote intestinal, sa mise en place
et sa composition chez le chiot durant la période néonatale sont présentées en
paralléle avec la mortalité néonatale importante existant au sein de I'espéce canine.
Nous nous intéresserons plus particulierement aux causes infectieuses bactériennes

et a la septicémie comme cause de forte mortalité néonatale chez le chiot.

1. Le microbiote intestinal chez le jeune : composition, mise en place et évolution

1.1.  Définition du microbiote

Le microbiote correspond a lI'ensemble des micro-organismes vivant en
communauté complexe dans un environnement donné (intestin, peau, muqueuse
buccale...) constituée principalement de bactéries mais aussi d’archées, de
champignons et de virus. On estime que la charge microbienne totale dans lintestin
de 'Homme se situe entre 10'? et 10'* organismes, soit environ 10 fois le nombre total
de cellules hétes (Suchodolski 2011). Ce nombre peut varier selon les segments de
I'intestin : les études évaluent entre 102 & 10° UFC/g le nombre de bactéries dans
I'intestin gréle, et jusqu’a 10"" UFC/g dans le gros intestin chez le chien (German et al.
2003). Les microorganismes de l'intestin entretiennent avec leur héte une relation a
bénéfices mutuels appelée symbiose pour atteindre un état d’équilibre (Kelsen, Wu
2012). En effet, ces micro-organismes offrent des propriétés métaboliques que
I'organisme héte seul ne pourrait pas exercer, telles que I'assimilation des nutriments,
le développement du systéme immunitaire et la production de composés clés
contribuant a I'hnoméostasie générale. En retour, 'organisme permet a ces micro-
organismes de se développer et de se nourrir en fournissant des conditions de vie

adaptées (température, pH, nutriments essentiels).
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1.2. Composition du microbiote intestinal chez le chien

Les micro-organismes sont regroupés en différentes catégories hiérarchiques
appelées taxons selon des caractéristiques taxonomiques bien définies. Les
abondances des différents taxons varient le long du tractus gastro-intestinal, en
fonction de la consommation et de la production de métabolites de maniere

physiologique (Honneffer et al. 2017).

Que I'on étudie des chiens adultes ou des chiots, le microbiote intestinal canin
est composé de cing phylums principaux : Firmicutes, Fusobacteria, Bacteroidetes
Proteobacteria et Actinobacteria (Tableau 1). Les deux phylums prédominants chez le
chien adulte sont les Firmicutes et les Bacteroidetes a l'instar d’autres espéces de
mammiféres telles que ’'Homme, la souris ou le porc (Coelho et al. 2018). Concernant
les phylums Proteobacteria et Actinobacteria, les chiens partagent une abondance
relative similaire avec les humains et les souris. Cependant, les chiens semblent
posséder une forte abondance de Fusobacteria, un phylum a peine présent chez
d’autres espéces et qui est méme associé a un risque de cancer colorectal chez
'Homme (Gethings-Behncke et al. 2020), mais semble étre présent en grande

abondance chez les chiens en bonne santé.

Le microbiote peut fortement varier non seulement d’'une espéce a l'autre, mais

aussi d’un individu a l'autre.

Phylum Genres Fonctions intestinales connues Proportions
principaux
Clostridium, o Fermentation de glucides et production de | Premier phylum
Lactobacillus, divers métabolites (vitamines, acides | chez le chien.
Streptococcus, biliaires secondaires). Composé a 10-
Faecalibacterium, o Fermentation des oligosaccharides du lait [ 40% (en fonction
Staphylococcus, par les lactobacilles et production d’acétate | de la localisation
Ruminococcus, et de lactate. dans le tractus)
Firmicutes Eubacterium o Production de butyrate, servant d'énergie | par le taxon
aux entérocytes et apportant une protection | Clostridia.
anti-inflammatoire  (Rivera-Chavez et al.
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2016) ou limitant la colonisation d’agents

pathogénes (Ma et al. 2012).

Bacteroides, Consommation de fibres et de | Deuxiéme
Flavobacterium, polysaccharides complexes pour produire | phylum chez le
Sphingobacterium, des métabolites (acides biliaires, vitamines, | chien.
Prevotella butyrate).
Bacteroidetes Dégradation des glycanes provenant des
sécrétions de mucine, aidant I'héte a obtenir
de I'énergie a partir de sources de glucides
non utilisables.
Réduisent le niveau d’oxygene intestinal et
favorisent la croissance de bactéries
anaérobies strictes (Beller et al. 2021).
Escherichia, Maintien d’'un environnement anaérobie de | E.coli est une
Helicobacter, l'intestin (Handl et al. 2011) (Bojani¢ et al. | espéece
Campylobacter, 2017). anaérobie
Proteobacteria Proteus De nombreuses espéces impliquées dans | facultative.
des dysbioses ou des troubles
inflammatoires telles que E.coli, Salmonella,
Campylobacter et Helicobacter.
Fusobacterium, Certaines sont capables de dégrader les | Troisieme phylum
Cetobacterium, protéines et les acides aminés suggérantun | chez le chien.
Fusobacteria Streptobacillus rble dans la dégradation de protéines | Représente 20%
animales (Doron et al. 2014a). de I'abondance
relative totale.
Bifidobacterium, Impliquées dans la dégradation des | Plus spécifique
Corynecbacterium, oligosaccharides du lait pour produire du | de Tlintestin des
Actinobacteria | Collinsella lactate et de lacétate (O’Callaghan, | chiots
van Sinderen 2016) (Saturio et al. 2021). (MASUOKA et al.
2017).

Tableau 1. Fonctions principales des cinq phylums composant le microbiote intestinal des

chiens. (Adapté d’apres (Garrigues et al. 2022)).

Le développement du microbiote intestinal commence dés la naissance, voire

méme pendant la vie foetale, et sa composition continue d’évoluer au fil des différentes

étapes de la vie de son héte. Des changements majeurs sont notamment observés

lors de I'arrét de la consommation de lait (Tableau 2).
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Cependant, des recherches chez 'Homme sur le développement néonatal ont
révélé qu'a I'age de trois ans, le profil microbien commence a ressembler a celui d'un
adulte, et que par la suite, les principales souches restent stables pendant plusieurs
décennies (Yatsunenko et al. 2012). Ainsi, la colonisation précoce semble étre une
étape cruciale pour le nouveau-né, car les premiéres bactéries établies peuvent étre
amenées a fagonner les fonctions intestinales de I'h6te pendant la majeure partie de
sa vie (Nishino et al. 2018)(Moffa et al. 2019).

Bactéries Périodes
Firmicutes 60% T 1%
difficile/per
fringens
Clostridiaceae Clostridium
hiranonis /
Firmicutes
Lactobacillaceae /
Oscillospiraceae Faecalibacterium /
Bacteroidetes 1% 37%
Fusobacteria /
Proteobacteria Enterobacteriaceae Escherichia coli - —— _
Actinobacteria /
Actinobacteria Bifidobacteriaceae Bifidobacterium
Alpha-diversité N /
Colonisation Changement Alimen | Stabilisati
Evénements bactérienne du potentiel | tation on de
aérobie rédox solide I'environ
Oxrné,r,\‘e:' RV B ment . |
| ingestion de intestinal
‘ I lait

Tableau 2. Résumé de I’évolution des principaux taxons bactériens chez le chiot de la

naissance a I’age adulte. (Adapté d’apres (Garrigues et al. 2022)).
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1.3.  Facteurs de variations du microbiote intestinal chez le chiot

De nombreux facteurs associés a la mise en place du microbiote intestinal des
chiots ont été examinés, parmi lesquels I'environnement, le type de mise bas et les
interactions sociales sont les plus importants.

Certains facteurs, comme la mise bas naturelle ou I'ingestion de lait, sont plus étudiés

et ont montré qu’ils favorisaient un microbiote sain (Balouei et al. 2023).

Chez 'Homme, il a été démontré que le transfert de bactéries de la mére a
I'enfant dépend fortement du type de naissance. En effet, chez les bébés nés par voie
vaginale, il existe un enrichissement précoce en Lactobacillus et Bifidobacterium suivi
d’une prolifération de Bacteroidetes, constituants microbiens des voies génitales de la
meére et des selles. A I'inverse, les bébés nés par césarienne présentent un microbiote
altéré, manquant notamment des genres précédemment cités, et un enrichissement
des populations microbiennes de la peau, par exemple Staphylococcus spp., avec un
risque plus élevé de troubles de santé (Dominguez-Bello et al. 2016) (Mortensen et al.
2021). Chez le chien, des études semblables ont été menées ont révélé une plus faible
diversité bactérienne dans le méconium des chiots nés par césarienne

comparativement a ceux nés par voie vaginale (Zakosek Pipan et al. 2020).

Il a également été démontré que la composition du microbiote colostral était
influencée par de nombreux facteurs (Drago et al. 2017). Le microbiote du colostrum
des meéres ayant mis bas par césarienne d'urgence avait une abondance plus
importante des genres Staphylococcus et Enterococcus que le microbiote du
colostrum des méres ayant mis bas par césarienne programmée ou par voie basse
(Kajdi¢ et al. 2021). Un microbiote maternel modifié peut altérer la mise en place du

microbiote du nouveau-né.

En effet, les méres contribuent également a une transmission de leur propre
microbiote par contact physique lors de la mise bas en inoculant leur microbiote oral
(Saijonmaa-Koulumies, Lloyd 2002). Le chiot nouveau-né est vigoureusement léché
par sa mere lors de la naissance afin de le libérer des poches amniotiques mais
également pendant les premiéres semaines de vie afin de stimuler la miction, la

défécation ou pour le nettoyer.
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Ainsi, le transfert vertical depuis la mére, intervient dés la naissance du chiot,
voire méme peut-étre durant la gestation lors d’une colonisation intra-utérine avec la
découverte d’'un microbiote placentaire chez certaines chiennes (ZakoSek Pipan et al.
2020). Dans l'ensemble, une méme portée est exposée aux mémes bactéries
maternelles. Une composition similaire au sein d’'une méme portée est d’autant plus
retrouvée que la portée est d’age jeune et non encore exposée a des facteurs

environnementaux (Vilson et al. 2018).

Par la suite, le sevrage, notamment I'arrét de l'alimentation lactée, induit de
nouveaux échanges microbiens. De la méme maniére, le fait d’étre en contact avec
I'espéce humaine conduit a des changements de microbiote. L’Homme et le chiot vont
partager principalement des espéces bactériennes telles que Staphylococcus
pseudintermedius, Escherichia coli, Enterococcus faecalis et Acinetobacter iwoffii
(Wipler et al. 2017).

Concernant d’autres facteurs étudiés, la localisation géographique affecte
surtout la diversité des populations bactériennes (Vilson et al. 2018). Il a été démontré
que les chiots vivants dans les grandes villes sont exposés a une plus grande diversité
d’environnements (parc, rue, batiments) et sont exposés a une plus grande diversité
de bactéries en raison de rencontres potentielles avec d’autres chiens et personnes
(Pereira et al. 2020).

Dans les autres facteurs suspectés comme ayant un impact sur la mise en place du
microbiote intestinal, la race et la taille de celle-ci sont évoquées. En effet, il a été
démontré que le microbiote des chiens adultes avait tendance a se regrouper en
fonction de la taille des races (Simpson et al. 2002). Cette tendance a été retrouvée
chez les chiots, mais uniquement a partir de 42 jours (Guard et al. 2017). Ceci

nécessite une exploration plus approfondie.

La combinaison de tous ces facteurs fagonne le microbiote définitif du chiot une

fois devenu adulte (Figure 1).
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Richesse et équilibre du microbiote

Type de Colostrum Alimentation
mise bas fait i

Microbiote adulte
individuel

Interactions avec la mére + effet de la
portée + environnement du chenil

16 Transfert du
Anﬁblouques “

Figure 1. Facteurs majeurs influengant le développement du microbiote intestinal chez le chiot, de Ila

naissance a I’dge adulte. Les encadrés orange correspondent aux facteurs dont I'effet a été démontré, alors
que l'encadré rose illustre un impact hypothétique. Les encadrés rouges correspondent a des facteurs
facultatifs associés avec de la dysbiose, les encadrés verts des facteurs facultatifs avec des effets bénéfiques

sur le microbiote. (Adapté d’apres (Garrigues et al. 2022)).

2. L’importance de la mortalité néonatale chez le chien
2.1.  Mortalité globale chez le chiot et période néonatale : définitions

La mortalité globale du chiot avant adoption (avant 'age de deux mois), peut
étre divisée en trois périodes. La mortinatalité (ou mortalité foetale) concerne les chiots
mort-nés ou mourant a la naissance. La mortalité néonatale regroupe des chiots morts
entre la naissance et 3 semaines d’age. Enfin la mortalité pédiatrique concerne la
période entre 3 semaines et 2 mois de vie.

On regroupe sous le terme de mortalité périnatale les chiots mort-nés et ceux morts

durant la période néonatale précoce (Brevaux 2018).
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2.2. Etat des lieux de la mortalité chez le chiot

Malgré les avancées en médecine vétérinaire, 15,5 % des portées contiennent

au moins un cas de mortalité néonatale ou pédiatrique (Chastant-Maillard et al. 2017).

La mortalité néonatale au sein de I'espéce canine reste importante. Selon les
études, environ 10 % des chiots nés vivants meurent au cours des deux premiers mois
de leur vie (Mila 2015) (Mila et al. 2015).

En s’intéressant plus particulierement aux trois premiéres semaines de vie,
correspondant a la période néonatale, un total de 17 % a 20% de chiots mourant est
décompté dans certaines études (Gill 2001) (Indrebg, Trangerud, Moe 2007) (Mila
2015).

La mortalité périnatale représente a elle seule 90% de la mortalité globale (Gill
2001) (Tgnnessen et al. 2012) (Mila 2015). Cette période représente donc une étape
clé pour les éleveurs et les vétérinaires. En particulier, la premiére semaine semble
étre cruciale, car la majorité de toutes les pertes néonatales se produisent a cette
période et peuvent méme représenter plus de 80% dans les 48 heures de vie (Mila
2015).

2.3. Les causes de mortalité néonatale

D’une part, des facteurs associés a la forte mortalité au sein de I'espéce canine
a différentes étapes de développement ont été identifiés et concernent la mere
(dystocie, voie de naissance, qualités maternelles, 4ge de la mére, production de lait),
le chiot (petit poids de naissance, faible croissance 0-2 jours, faible immunité passive)
et la gestion de I'environnement (localisation et aménagement de la maternité, hygiéne,
faible température au nid) (Minnich, Kichenmeister 2014)(Keylla Helena Nobre
Pacifico Pereira et al. 2022). Les études ont en effet démontré que le petit poids de
naissance, définit séparement pour chaque race, un taux de croissance entre la
naissance et deux jours de vie inferieur a -4% et un déficit de la prise colostrale
(déterminé via une concentration sanguine en IgG inferieure a 230mg/dL a 48h de vie)
sont associés a un risque significativement plus grand de mortalité pour les chiots (Mila
2015) (Mila et al. 2015) (Mugnier et al. 2019). D’autres facteurs, tels que la vitalité a la
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naissance (évaluée avec le score APGAR (Veronesi et al. 2009), la croissance entre
2 et 21 jours, ou la glycémie et la température lors des premiers jours de vie sont
également des déterminants de la santé néonatale couramment cités (Veronesi et al.
2009) (Reyes-Sotelo et al. 2021).

L’ensemble de ces facteurs peuvent conduire au développement de symptémes,
couramment référencés sous la dénomination Syndrome des 3H : I'hypoxie,
I'nypoglycémie, I'nypothermie en plus de la déshydratation, pouvant conduire a la mort
chez le chiot (Indrebg, Trangerud, Moe 2007) (Munnich, Kichenmeister 2014).

D’autre part, des causes directes de mortalité ont été identifiées, telles que
'asphyxie a la naissance, les anomalies congénitales, les traumatismes, les infections

et maladies systémiques.

Plus précisément, les maladies infectieuses, notamment les infections
bactériennes ont été identifi€ées comme la seconde cause de mortalité néonatale chez
le chien et semblent étre dans certaines études, parmi les principales causes de
mortalité néonatale précoce, retrouvées dans 40% des cas (Nielen et al. 1998) (Meloni
etal. 2014).

2.4. La septicémie chez le chiot

La septicémie, également appelée sepsis, désigne une infection de tout
'organisme, avec la présence d’'une bactériémie (un ou plusieurs agents bactériens)
dans la circulation sanguine, entrainant une réponse inflammatoire systémique.

Elle peut étre associée a une défaillance multi organique grave (syndrome de
dysfonctionnement multi organique (MODS)), menagant le pronostic vital, suite a une
réponse inadéquate des mécanismes de défense (syndrome de réponse inflammatoire

systémique (SIRS)) du chiot envers une infection bactérienne aigiie généralisée.

Parmi les maladies infectieuses, les infections bactériennes sont responsables
de 40 a 81% des cas de mortalité néonatale selon les études (Meloni et al. 2014)
(Indrebg, Trangerud, Moe 2007) et les septicémies qui en résultent sont la cause la
plus fréquente de mortalité néonatale au cours des 21 premiers jours (Daniels,

Spencer 2011)(Nobre Pacifico Pereira et al. 2022). Les contaminations proviennent
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principalement de la flore digestive ou utérine de la mére, de I'environnement et moins
frecquemment du lait et se propagent durant la gestation, la mise bas ou lors des
premiers échanges entre la mére et les chiots (Nobre Pacifico Pereira et al. 2022)
(Miinnich, Liibke-Becker 2004) (Vela et al. 2006) (Schafer-Somi et al. 2003). La voie
majoritaire reste la contamination durant la gestation avec 68% des chiots infectés par

cette voie (Nobre Pacifico Pereira et al. 2022).

A la naissance, les chiots sont quasiment agammaglobulinémiques et sont donc
susceptibles de développer une infection a des espéces bactériennes classiquement
commensales ou bien a des espéces opportunistes (Daniels, Spencer 2011). Les
chiots touchés le sont principalement dans leur premiere semaine de vie avec une
mortalité précoce (0-2 jours) chez 69% d’entre eux (Nobre Pacifico Pereira et al. 2022).
Chez les chiots atteints d’infection bactérienne, les signes cliniques sont rarement
présents et la mort intervient brusquement. Lorsqu’ils sont présents, les signes sont
néanmoins, peu spécifiques (diarrhée, apathie, perte de poids, déshydratation,
hypothermie, hypoglycémie, bradycardie, hématurie, muqueuses congestionnées,

érythéme, cyanose des extrémités) (Nobre Pacifico Pereira et al. 2022).

D’aprés la littérature, les bactéries fréquemment isolées responsables de
mortalité néonatale chez le chien sont Escherichia coli majoritairement retrouvée chez
un chiot sur quatre environ (Nobre Pacifico Pereira et al. 2022), les staphylocoques
avec Staphylococcus aureus et Straphylococcus pseudintermedius, les streptocoques
(Streptococcus canis, Streptococcus dysglactiae subsq equisimilis, Streptococcus
equi subsp zooepidemicus), Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis et
Pseudomonas aeruginosa (Meloni et al. 2014) (Indrebg, Trangerud, Moe 2007). Dans
moins de 10% des cas, plusieurs especes bactériennes sont isolées et I'on retrouve
11% de co-infections bactériennes responsables de la mort des chiots (Meloni et al.
2014).

Parmi les explications au fait de retrouver Escherichia coli en grande majorité
chez plus de 40% des chiots morts, figure celle de la perméabilité de I'épithélium
entérique accrue, associée a I'abondance de cette espéce bactérienne plus importante

chez le chiot nouveau-né que chez I'adulte (Young, Yagel, Towfighi 1983).
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En résumé, la gestion du chiot nouveau-né atteint de septicémie est difficile en
raison de I'apparition soudaine de symptdmes non spécifiques et de I'évolution rapide

de la maladie. Le traitement est généralement retardé et le pronostic est mauvais.

3. Lien établi entre le microbiote et la santé chez le jeune

Le microbiote intestinal est maintenant reconnu comme jouant un réle essentiel
dans la maturation et la modulation du systéme immunitaire, I'absorption des
nutriments et la régulation métabolique (Henderickx et al. 2021) (Tibbs, Lopez, Arthur
2019). Des travaux de recherches approfondies ces dernieres années, se sont

penchés sur la relation complexe entre le microbiote intestinal et la santé du jeune.

3.1. Chez 'Homme

La majorité des avancées en matiére de lien avec la composition microbienne
intestinale concerne 'Homme. Chez ce dernier, il est maintenant prouvé qu’une
altération du développement du microbiote intestinal peut étre associée a un risque
plus élevé de mortalité néonatale et de maladies, comme I'entérocolite, ainsi que
d’autres conséquences a long terme, telles qu’une part plus importante du diabéte de
type 1 et une augmentation du stockage des graisses (Cox et al. 2014) (Kostic et al.
2015). Par exemple, parmi les modifications observées, une augmentation des
abondances relatives de Proteobacteries ainsi qu'une diminution des abondances
relatives des Firmicutes et des Bacteroidetes sont observées chez les nourrissons

prématurés atteints d’entérocolite nécrosante (Pammi et al. 2017).

Al'inverse, il a été démontré qu’une colonisation précoce et saine du microbiote
intestinal du nourrisson a un effet bénéfique sur la santé ultérieure de 'Homme (Jian
et al. 2021) et que I'exploration de la colonisation intestinale depuis la naissance, voire
pendant la vie foetale, pourrait s’avérer prometteuse pour réduire et prévenir la

mortalité néonatale et pédiatrique.

3.2. Chez le chien

D’autres études s’intéressant aux facteurs de risque de mortalité néonatale et
leur association avec le microbiote ont montré chez 'Homme et le porc, que les

nouveau-nés a petit poids de naissance possédaient une richesse bactérienne plus
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faible, une plus grande abondance d’Entérobactéries et une plus faible abondance de
Lactobacilles (Arboleya et al. 2012) (Unger et al. 2015) (Gaukroger et al. 2020).
Récemment, une étude a mis en évidence que plusieurs bactéries opportunistes,
notamment les Entérobactéries, Tyzzerella et certains Clostridium sont plus présents
chez les chiots de petit poids de naissance (Garrigues et al. 2023). Or ces chiots de
petit poids de naissance présentent un risque accru de mortalité néonatale, de
morbidité et de certains problémes de santé a long terme. Cette étude suggererait que
le poids a la naissance a un impact sur I'établissement initial du microbiote intestinal

chez les chiots.

Un déséquilibre dans cette communauté microbienne et sa répartition le long
du tractus digestif, appelé dysbiose, peut étre associé a diverses pathologies. En effet,
une dysbiose microbienne a été identifiée chez les chiens et les chats atteints d'une

maladie gastro-intestinale (Xenoulis et al. 2008).

Il a également été démontré que le microbiote fécal des chiots atteint du
syndrome de dépérissement du chiot, syndrome qui regroupe les cas de mort d’origine
inconnue durant la période néonatale de chiots normaux a la naissance, differe de
celui de chiots sains, associé a une abondance accrue de Protéobactéries et de

Pasteurelles chez les chiots atteints (Tal et al. 2021).

Des études ont montré des liens entre le microbiote des chiots de plus de 6
semaines et la présence de virus et parasites tels que le parvovirus canin de type 2
(CPV2) et Giardia, et des associations a des états de dysbiose (Pereira et al. 2021)
(Boucard et al. 2021).

Il a également été prouvé que le microbiote fécal du chiot semble associé aux
évenements ayant lieu entre la naissance et les deux premiers jours de vie. Parmi ces
événements, ceux liés a la prise colostrale (croissance 0-2 jours et qualité du transfert
immunitaire) montrent le plus d’associations avec des modifications du microbiote.
Dans la méme étude, 'abondance relative d’Entérobactéries semble fortement liée au
score de santé, avec des abondances plus importantes chez les chiots a faible score
(Garrigues et al. 2023).
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Cependant, trés peu d’études ne se sont encore intéressées au lien potentiel entre la

composition initiale du microbiote intestinal des chiot et la mortalité néonatale.

Le but de cette étude est d'identifier des profils bactériens composant le
microbiote des chiots durant la période néonatale précoce, notamment entre 0-2 jours,
associés a la mortalité avant 'age de deux mois. Il a donc été décidé de privilégier
'étude de cette période de vie (néonatale précoce 0-2 jours), ainsi que de se
concentrer sur la présence de familles bactériennes, pouvant s’avérer un bon outil de

détection dans la prévention de mortalité néonatale.
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PARTIE Il. ET!JDE E?(PI'ERIMENTALE — LIEN ENTRE LE
MICROBIOTE FECAL A LA NAISSANCE ET LA MORTALITE
NEONATALE CHEZ LE CHIOT

L’objectif de notre étude est de comparer le profil du microbiote fécal a la
naissance et a deux jours d’age entre une cohorte de chiots vivants et une de chiots
décédés pendant la période néonatale en vue d’identifier un profil microbien associé a

la mortalité néonatale.

1. Matériel et méthode

1.1.  Populations étudiees

Les données utilisées proviennent du projet dirigé par Quentin Garrigues, basé
sur des expérimentations effectuées sur deux populations de chiots recrutés au sein
d'un élevage en France (Garrigues et al. 2023).

Au total, 77 chiots, nés de 11 méres différentes ont été inclus (en moyenne 5,2
t 2,5 de chiots par portée avec un minimum de 2 et un maximum de 10 chiots). Tous
les chiots sont nés naturellement (aucune césarienne n'a été réalisée au cours de
I'étude) et étaient suivis jusqu’a 56 jours apres la naissance. La premiére population
de chiots a été constituée uniquement de chiots morts entre 0 et 56 jours (cohorte de
chiots décédés). La deuxiéme population a été constituée uniquement de chiots

vivants jusqu’a 56 jours d’age (cohorte de chiots vivants).

La cohorte de chiots décédés comprend 20 chiots morts entre la naissance et
J56 appartenant a 7 races différentes (Berger Australien n=2, Golden Retriever n=2,
Labrador Retriever n=5, Berger Blanc Suisse n=1, Berger Allemand n=1, Bouvier
Bernois n=6, Dalmatien n=3). Des portées comprenant 7,4 + 1,7 chiots ont été inclues.

Concernant la population de chiots vivants, elle regroupe un total de 57 chiots,
sélectionnés de maniere a exclure les chiots malades et pour équilibrer la population
en termes de poids de naissance et de chiots par portées, appartenant a 4 races
différentes (Berger Australien n=23, Golden Retriever n=17, Labrador Retriever n=12

et Berger Blanc Suisse n=5). Des portées comprenant 7,4 + 1,6 chiots ont été inclues.
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Toutes les méres ont recu le méme régime sec pour chiots ad libitum
(composition : protéines 26 %, matiéres grasses brutes 18 %, fibres brutes 2 % et
cendres 8 %). La méme alimentation mélangée a de I'eau a été présentée aux chiots
entre la deuxiéme et la troisieme semaine pour permettre la transition du lait vers une
alimentation solide.

Ensuite, a partir de I'age de 3 semaines jusqu’a la fin de I'expérience (age de deux
mois), les chiots ont eu accés a I'alimentation séche.

Les méres ont mis bas et sont restées avec leurs chiots dans des box individuels d'une
maternité jusqu'a J35 environ aprés la naissance. Ensuite, les méres avec leurs chiots
ont été transférés dans des enclos individuels situés dans un batiment de pré-sevrage.
Tous les chiots sont restés avec leur mére pendant toute la durée de I'expérience et
ont été autorisés a téter librement.

Pendant toute la durée de la gestation et de la lactation, les chiennes

disposaient de copeaux de bois comme litiere.

Aucun chiot n'a regu de traitement avant J28 (Garrigues et al. 2023).

1.2.  Prélevements effectués

Différentes variables ont été mesurées, étudiées et regroupées a différentes
périodes de vie : a la naissance, les premiers jours de vie et jusqu’a J21 aprés la
naissance. Parmi les variables considérées, le poids a la naissance et son évolution,

le score APGAR a la naissance, la glycémie a J1, la température a J1 sont étudiées.

Dés que possible, et au maximum quatre heures aprés la mise bas, le score
APGAR (indice de vitalité) a été évalué chez les chiots selon Veronesi et al. (Veronesi
et al. 2009) prenant en compte les paramétres suivants : la fréquence cardiaque,
I'effort respiratoire, le réflexe d'’irritabilité, la motilité et la couleur du mucus. Les poids
de naissance ont également été enregistrés des que possible et maximum 8h aprés la
naissance, a I'aide d’'une balance numérique (Ohaus, série EB3, Parsippany, NJ, USA,
capacité maximale de 5 kg, précision £ 0,1 g). Les quartiles de poids a la naissance
pour les races ciblées ont été déterminés sur la base d'un total de 2 719 poids a la
naissance enregistrés par I'éleveur auparavant. Le quartile 1 (Q1) comprenait les 25 %

de chiots ayant le poids de naissance le plus léger, tandis que le quartile 4 (Q4)
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comprenait les 25 % de chiots les plus lourds. Les seuils obtenus ont été utilisés pour
classer chacun des 77 chiots dans I'un des quatre groupes quartiles en fonction de la

race et du poids a la naissance.

A J1 (entre 24 et 36 heures aprés la naissance), la température rectale des
chiots a été évaluée a l'aide d'un thermometre numérique DIGIVET (GENIA SA, St.
Hilaire de Chaléons, France, plage de réglage de la température de 32°C a 42°C,
précision de 0,1°C). Le taux de croissance des chiots entre JO et J2 est calculé de la
maniére suivante : ((poids a J2-poids a JO)/(poids a JO)*100 en %). Le poids des méres
(balance numérique Soehnle modéle 7859.70.002, Soehnle GmbH, Backnang,
Allemagne, capacité maximale de 200kg, précision £ 0,1 kg) et la note d’état corporelle
(NEC, échelle a 9 points, 1 étant le plus mince et 9 le plus gras (Mongkolsomlit et al.

2012)) ont été enregistrés (notamment a GO jour de I'ovulation et G56 de gestation).

Des écouvillonnages rectaux ont été réalisés a JO (la naissance) et a J2 (2 jours
aprées la naissance). Les écouvillons ont été conservés a -20°C pendant 1 mois puis a

-80 °C jusqu’aux analyses.

1.3. Méthode d’extraction et de séquencgage

L'ADN a été extrait des écouvillons rectaux a l'aide du kit Quick-DNA Faecal/Soll
Microbe Miniprep (Zymo Research, Irvine, CA, USA) en suivant les instructions du
fabricant. La quantification de I'ADN dans I'extrait a été vérifiée a I'aide d'une méthode
fluorométrique avec le kit de test Quant-iTTM PicoGreen® dsDNA (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) mesurée via le systtme PCR en temps réel QuantStudioTM3
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA).

La région V3-V4 du gene de I'ARNr 16S a été amplifiée par PCR en utilisant les
amorces universelles 341F (CCTACGGGAGGCAGCAG) (Muyzer, de Waal,
Uitterlinden 1993) et 806R (GGACTACNVGGGTWTCTAAT) (Caporaso et al. 2011).

Les amplicons PCR ont été purifiés avec le systéme PCR HighPrep (Magbio Genomics,
Gaithersburg, MD, USA) et utilisés pour la construction de bibliotheéques avec le kit de
séquencage d'ADN lllumina NEXTflex PCR-Free (Bioo Scientific Corp., Austin, Texas,
USA). Les bibliothéques d'amplicons ont été séquencées sur une plate-forme lllumina

MiSeq 2500 (lllumina, San Diego, Californie, Etats-Unis) sur la plate-forme GeT-PlaGe
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INRAE (Toulouse, France) pour des tailles de fragments appariés de 250 pb. Tous les
réactifs utilisés étaient de qualité moléculaire.

Quatre échantillons ont donné des résultats anormaux et ont été retirés de I'étude : un
a JO, deux a J7 etun a J21.

Au total, 708 fichiers fastq bruts ont été importés, démultiplexés, filtrés en
qualité et dérépliqués via une inférence d'échantillons haute résolution avec DADA2
(Callahan et al. 2016) dans QIIME 2 (version 2020.2) (Bolyen et al. 2019). Cela a
permis l'identification de Variants de Séquence d'Amplicons (ASV) selon des
parameétres par défaut excluant la longueur de I'amorce. L'alignement de novo et la
phylogénie des ASV ont été réalisés respectivement avec MAFFT et FastTree2 (Katoh
et al. 2002) (Price, Dehal, Arkin 2010). Les courbes de raréfaction ont été vérifiees
pour la profondeur d'échantillonnage compléte de la communauté. La taxonomie a été
attribuée aux génes marqueurs d'ARNr 16S résultants contre Greengenes (gg-13-8-
99-nb-classifier)/SILVA (v138) en utilisant la méthode de classificateur sklearn selon
Bokulich et al. (Bokulich et al. 2018).

Les données brutes ont été raréfiées en supprimant les ASV dans moins de

cing échantillons et représentant moins de 0,005 % du total des séquences.

Les taxons microbiens ont été profilés dans chaque échantillon fécal au niveau
taxonomique. Les différents rangs taxonomiques sont : Régne - Phylum - Classe -
Famille - Genre - Espéce. Dans l'idéal, une identification du micro-organisme se fait
jusqu’au rang d’espéce. Mais dans la majorité, les derniers niveaux de classification
taxonomique n'ont pas été accessibles. Dans notre étude, la plupart des micro-
organismes ont été identifiés jusqu’au rang de Famille. Lorsque les taxa n’ont pas été

reconnus, ceux-ci ont été classés comme « non attribué ».

Aprés le traitement des données procaryotes (~10 249 528 séquences d'ARNr
16S ; 25 948 + 9 361 séquences par échantillon), 157 Variants de Séquence
d'Amplicons (ASV) ont été identifiées aprés nettoyage et filtrage. Les courbes de
raréfaction ont presque atteint la saturation pour les ASV observés chez tous les sujets,
indiquant que notre inventaire de séquences couvrait la plupart des taxons de ces

échantillons.
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Dans cette étude, une description de la composition microbienne dans la
population saine sera effectuée puis une comparaison avec la population de chiots

décédés sera faite.

1.4. Meéthodes d’analyses et statistiques

L’ensemble des analyses statistiques ont été effectuées a laide de la
plateforme de traitement de données Microbiome analyst (Xia Lab @ McGill) et du site
de biostatistiques BiostaTVG. L’ensemble des graphiques ont été effectués a l'aide du
logiciel Excel 2024® et grace a la plateforme de traitement de données Microbiome
analyst.

Pour les données suivant une loi normale, les résultats sont exprimés en
moyenne * écart-type, tandis que les variables discrétes sont présentées sous forme

de médiane (min-max).

Le test de Wilcoxon-Mann-Whitney est utilisé pour comparer les distributions
des variables étudiées de chacun des deux groupes (vivants ou décédés). Pour une
p-value < 0,05, le résultat du test est considéré comme significatif. Le test
d’'indépendance du Xi? est utilisé pour tester l'indépendance entre variables
qualitatives. Pour une p-value < 0,05, le résultat du test est considéré comme

significatif.

L’alpha diversité est explorée a I'aide des ASV observés, qui estime la richesse
bactérienne, et l'indice de Shannon, qui tient compte a la fois de la richesse et de
'uniformité. Pour une p-value < 0,05, le résultat du test est considéré comme
significatif. L’alpha diversité s’attache a déterminer la richesse observée (nombre de
taxons) et/ou l'uniformité (I'abondance relative de ces taxons) d'un échantillon moyen

au sein d'un type d'habitat.

La beta diversité est obtenue grace a une analyse de variance multivariée par
permutation (PERMANOVA) sur la base des distances Bray-Curtis. L'indice de
dissimilarité de Bray-Curtis est compris entre 0 (R? = 0, les deux échantillons ont la

méme composition) et 1 (R?2 = 1, les échantillons sont totalement dissemblables).
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Des graphiques de mise a I'’échelle multidimensionnelle (MDS) sont obtenus.
Chaque point représente un échantillon individuel de chiot, positionné sur la parcelle
en fonction de la similitude de ses communautés de microbiote avec d'autres
échantillons. Les ellipses sont basées sur des intervalles de confiance de 95 % et une
erreur type. La similarité des communautés bactériennes est évaluée sur la base de
la similarité et de I'abondance des taxons. Pour une p-value < 0,05, le résultat du test
est considéré comme significatif. La beta diversité représente la diversité des espéces
inter-individus. Elle correspond a la variabilité de la composition de la communauté

('identité des taxa observés) parmi les échantillons au sein d'un habitat.

L’outil de sélection par taille d’effet d’analyse discriminante linaire (LEfSe), avec
un seuil d’effet (LDA score fixé a 2,0) utilisant le test Kruskal-Wallis, est appliqué pour
mettre en évidence la difféerence de composition en taxa bactériens en fonction du
statut du chiot (vivant ou décédé). Pour une p-value < 0,05, le résultat du test est

considéré comme significatif.

2. Résultats

2.1. Description de la population générale étudiée

Au total, 11 méres ont donné naissance aux 77 chiots suivis dans cette étude.
L’age moyen des méres lors de la mise bas était de 3,1 £ 1,1 an et la NEC a G56 de
gestation était de 4,8 + 1,2.

Le sex ratio des chiots inclus était de 1,2 (42/35). L'ensemble des chiots dans
cette étude appartiennent a 7 races différentes (Berger Australien, Golden Retriever,
Labrador Retriever, Berger Blanc Suisse, Bouvier Bernois, Dalmatien, Berger
Allemand), regroupés en classes de taille moyenne (M) a large (L) (63% de M et 37%
de L parmi tous les chiots, n=77). Les chiots vivants jusqu’a la fin de I'étude
provenaient de 4 races, tandis que les chiots décédés provenaient de 7 races (Figure
2). La majorité des chiots vivants (40%) étaient des Bergers Australiens, alors que
c’est la race Bouvier Bernois qui est la plus représentée dans la population des chiots
décédés (30%).
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Figure 2. Proportion de chiots inclus dans I’étude parmi les différentes races selon leur statut

de santé (les vivants en bleu, n=57 ; les décédés en rouge, n=20) avant I’dge de deux mois.

En moyenne, au sein de la population globale, le poids de naissance des 77
chiots était de 380,6 £ 82,7g avec des variations allant de 173g a 6129, le pourcentage
de petits poids de naissance s’élevait a 29% et le score APGAR était de 8,2 + 1,1.

La température a J1 était en moyenne de 36,5 + 0,9°C et la glycémie a J1 de
122,5 + 36,5 mg/dL.

2.2. Taux de mortalité des chiots en période néonatale précoce
Au cours de cette étude, on observe, parmi les 77 chiots étudiés, une mortalité

néonatale globale de 26% avec 80% des décés se concentrant en période néonatale

précoce (jusqu’a 7 jours). Parmi ces chiots morts en période néonatale précoce, 25%
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(5/20) sont décédés le premier jour (Figure 3). Les chiots meurent en moyenne le 5,25¢

jour.

=20)

Nombre de morts (n

2
1 | I | I I I I
0

123456 7 8 9101112131415161718192021222324252627282930

Jours apreés la naissance

Figure 3. Nombre de chiots décédés (n=20) selon I’dge (en jour).

2.3. Comparaison des paramétres de santé, obtenus lors de la période

néonatale, des populations de chiots vivants et de chiots décédes

Aucune différence significative (p-value>0,05) n’a été retrouvée entre les deux
populations quelle que soit la variable étudiée (Tableau 3). Seule une tendance semble
se dégager concernant le score APGAR (p-value=0,09) avec une moyenne chez les
chiots vivants de 8,4 £ 0,9 contre une moyenne chez les chiots décédés de 7,8 + 1,2.
Le statut des chiots (vivant ou décédé) est corrélé au poids de naissance, avec une
différence statistiquement significative mise en évidence par un test d'indépendance
(p = 0,007). En particulier, seulement 12 % (7/57) des chiots vivants présentaient un
petit poids de naissance (PPN), comparé a 40 % (8/20) dans la population des chiots

décédés (Tableau 3).
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Variables

Taille de la portée (nombre de
chiots)

Taille de la race (nombre de
chiots de race moyenne (M) ou
large (L))

Sex ratio

Poids moyen a la naissance

(9)

Petit Poids de Naissance (%)

Score APGAR

Glycémie moyenne au jour 1
(mg/dL)

Température moyenne au jour
1(°C)

Tableau 3. Comparaison des variables obtenues a la naissance et les premiers jours de vie des
chiots décédés au cours de la période néonatale et des chiots vivants jusqu’a 2 mois d’age
exprimés en moyennes (* écarts types) ou pourcentage. Les analyses statistiques ont été

réalisées avec le test de Wilcoxon-Mann-Whitney ou le test d’indépendance du Xi? (*= différence

significative, T=tendance).

2.4. Composition et évolution du microbiote fécal de la cohorte des chiots

vivants jusqu’a deux mois d’age

Cette partie vise a étudier la composition du microbiote fécal et son évolution

entre JO et J2, uniquement au sein de la population des chiots vivants jusqu’a deux

mois d’age.

Chiots vivants
(n=57)

7,4 (£1,6)

60% L (n=34)
40% M (n=23)

1,1 (30/27)

382,9 (+ 73,3)

12 (7/57)

8,4 (x0,9)

124,7 (+ 35,9)

36,4 (0,9)
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Chiots décédés
(n=20)

74 (£1,7)

75% L (n=15)
5% M (n=5)

1,5 (12/8)

374.,4 (+ 107 4)

40 (8/20)

7,8 (£1,2)

115,4 (+ 38,9)

36,6 (£ 1,1)

p-value

0,53

0,22

0,57

0,47

0,007 (*)

0,09 (T)

0,16

0,53



2.4.1. Description de la composition au sein de la population des

vivants

A JO, le microbiote fécal des chiots vivants jusqu’a deux mois d’age était
compose principalement des 4 phylums suivants : les Proteobacteria, les Firmicutes,
les Fusobacteria et les Bacteroidetes. Les Firmicutes sont les plus représentées avec
une abondance de 51%, suivi par les Proteobacteria avec I'abondance de 38%. Les
autres phylums représentaient quant a eux 9% pour les Fusobacteria et 4% pour les

Bacteroidetes (Figure 4).

Au sein du phylum des Proteobacteria, la famille la plus représentée est celle
des Moraxellaceae avec I'abondance de 21%, suivi par celle des Enterobacteriaceae
avec I'abondance de a 8%. Quant au phylum des Firmicutes, la famille retrouvée en
plus grande proportion est celle des Clostridiaceae avec I'abondance de 17%.
Concernant le phylum des Fusobacteria, c’est la famille des Fusobacteriaceae qui
prédomine avec 9%. Enfin, pour le phylum des Bacteroidetes, la famille des

Bacteroidaceae est retrouvée avec une abondance de 4%.

Au niveau du genre, le plus retrouvé est Psychrobacter (famille des
Moraxellaceae) représentant 20%, suivi par Clostridium (famille des Clostridiaceae)

obtenu a 16%. Cependant beaucoup n’ont pas pu étre attribués.

Lors de I'analyse au niveau des espéces, beaucoup d’entre elles n’ont pas pu
étre attribuées. Au sein de la famille des Moraxellaceae, I'espéce bactérienne
retrouvée de fagon majoritaire est Psychrobacter sanguinis avec I'abondance de 13%.
Concernant la famille des Clostridiaceae, les deux espéces les plus abondantes sont
Clostridium perfringens ainsi que Clostridium hiranonis avec les abondances
respectives de 4 et 7%. Concernant les Firmicutes, c’est I'espéce Streptococcus

alactolyticus qui prédomine avec I'abondance de 5%.

A J2, les 4 mémes phylums sont retrouvés. Les Proteobacteries et les
Firmicutes sont encore les plus représentés avec un pourcentage de 40% et de 45%
respectivement. Les autres phylums représentaient quant a eux 12% pour les

Fusobacteria et 3% pour les Bacteroidetes (Figure 4).
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Au sein du phylum des Proteobacteria, la famille la plus représentée est celle
des Enterobacteriaceae avec I'abondance de 33%. Pour le phylum des Firmicutes, la
famille retrouvée en plus grande proportion est celle des Clostridiaceae suivie par la
famille des Streptococcaceae avec I'abondance de respectivement 21% et 16%. Pour
le phylum des Fusobacteria, c’est la famille des Fusobacteriaceae qui prédomine avec
I'abondance de 12%. Enfin, pour le phylum des Bacteroidetes, I'on retrouve la famille

des Bacteroidaceae avec I'abondance de 2%.

Au niveau du genre, Escherichia (famille Enterobacteriaceae) est le plus
retrouvé représentant 33% des genres obtenus, suivi par Streptococcus (famille
Streptococcaceae) avec 'abondance de 16%. Cependant, beaucoup de genres n’ont

pas pu étre attribués.

Lors de I'analyse au niveau des espéces, beaucoup d’entre elles n’ont pas pu
étre attribuées. Au sein de la famille des Enterobacteriaceae, I'espéce bactérienne
retrouvée de fagon majoritaire est Escherichia coli avec I'abondance de 33%.
Concernant la famille des Clostridiaceae, I'espéce majoritairement présente est
Clostridium perfringens (14% de [l'abondance). Au sein de la famille des
Streptococcaceae, c’est 'espéce Streptococcus luteciae qui prédomine avec 13% des

especes obtenues. La variabilité individuelle est appréciable en annexe 1.
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Figure 4. Composition du

microbiote  fécal des
chiots vivants jusqu’a 2
mois d’dge (n=57) au
niveau du phylum (A), de
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que les familles et les
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2.4.2. Comparaison de la composition selon I'age au sein de la

population des vivants

La composition du microbiote fécal a évolué de maniére significative au cours
des deux premiers jours de vie des chiots vivants. Notamment, I'abondance des
Fusobacteria a augmenté de 9% a JO a 12% a J2 (p=0,04), tandis que I'abondance
des Bacteroidetes a diminué de 4% a 2% au cours de la méme période (p=0,01)
(Figure 5). Aucune différence significative en termes de variation d’abondance pour

les deux autres phylums n’a été observée.

Fusobacteria Bacteroidetes
700 4
600 . * 3.5 o
(O] [¢)] 3
= 500 = . °
© 4]
o © 25 °
=400 P 8
3 ° § 2 .
& 300 5 .
'8 . 'g 1.5
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< <
X
100 05 ><
0 0 ——
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Figure 5. Comparaisons de I’'abondance relative des phylums des Fusobacteria et des
Bacteroidetes, au sein de la cohorte des chiots vivants (n=57), entre la naissance (J0) et le
deuxiéme jour de vie (J2). Un astérisque rouge (*) indique une différence significative (p< 0,05)
entre les deux dates, aprés un test de Wilcoxon-Mann-Whitney.

2.4.3. Comparaison des indices de diversité selon I'age au sein de

la population des vivants

La richesse et I'homogénéité du microbiote fécal ont significativement diminué
entre JO et le J2 au sein de la cohorte de chiots vivants. Les indices de la diversité
alpha (indicateur de la richesse bactérienne), comme le nombre observé d’ASV et
I'indice de diversité de Shannon sont passés respectivement de 15,4 + 6,3 a 10,5 %
28etde21+0,6a1,8=*0,4 (p<0,05 pour les deux comparaisons ; Figure 6). La

variabilité individuelle est appréciable en annexe 2.
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observe d’
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JO
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3.4

2.54
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1.54 *
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Figure 6. Comparaison de I'alpha diversité, en utilisant (A) le nombre d’ASV observés (richesse

bactérienne) et (B) I'indice de Shannon (richesse bactérienne et uniformité), au sein de la cohorte

des chiots vivants (n=57), entre la naissance (J0) et le deuxiéme jour de vie (J2). Un astérisque

rouge (*) indique une différence significative (p< 0,05) entre les deux dates, aprés un test de

Wilcoxon-Mann-Whitney.

La beta diversité a également évolué de maniére significative entre JO et J2

chez les chiots vivants jusqu’a 2 mois d’age d’apres les analyses PerMANOVA utilisant

les distances de Bray—Curtis (p = 0,001, R? = 0,16) (Figure 7). D’aprés les graphiques

de mise a I'échelle multidimensionnelle (MDS), a JO, le microbiote fécal des chiots

vivants semble plus hétérogéne en comparaison avec le microbiote fécal des chiots

vivants a J2 qui semble plus homogéne, bien que l'indice R? soit assez proche de 0.
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p-value =0,001

Date

JO
J2

Axis.2 [20.3%]

Ax‘lls.l [30.2%]
Figure 7. Diversité beta du microbiote fécal en fonction de I’dge de la cohorte des chiots vivants
jusqu’a 2 mois d’age (n=57) (a la naissance (J0) et au deuxiéme jour de vie (J2)). Graphiques de
mise a I'échelle multidimensionnelle (MDS) montrant I’évolution et les dissemblances de la
composition du microbiote fécal des chiots en fonction de leur 4ge calculé a I’'aide des distances
de Bray—Curtis. Chaque point représente un échantillon individuel de chiot, positionné sur la
parcelle en fonction de la similitude de sa communauté de microbiote avec d'autres échantillons.
Les ellipses sont basées sur des intervalles de confiance de 95 % et une erreur type. La similarité
des communautés bactériennes est évaluée sur la base de Ila similarité et de I'abondance des
taxons. Un astérisque rouge (*) indique une différence significative (p < 0,05) entre les deux

groupes.

2.5. Comparaison de la composition du microbiote fécal en fonction du

statut du chiot (vivant ou décédé) et son évolution entre JO et J2

2.5.1. Comparaison des indices de diversité

Le microbiote fécal des chiots vivants et des chiots décédés ne présente pas
de diversité alpha significativement différente a JO.
Cependant, le nombre d'ASV observés et I'indice de diversité de Shannon sont

significativement différents (p < 0,05) a J2 (Figure 8). En effet, a J2, le microbiote des
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chiots vivants présente un nombre significativement plus élevé d'ASV observés

(moyenne = 10,5 £ 2,8) par rapport au microbiote des chiots décédés (moyenne = 7,5

+ 3,6) (Tableau 4). En utilisant I'indice de Shannon, on retrouve ce méme résultat (chez

les vivants moyenne = 1,8 £ 0,4 et les décédés moyenne = 1,3 £ 0,6). La variabilité

individuelle est appréciable en annexe 5.

Indice de diversité alpha : nombre

Figure 8. Alpha diversité du microbiote fécal des chiots vivants et des chiots mourant au cours de
la période néonatale, a la naissance (JO, partie haute) et au deuxiéme jour de vie (J2, partie basse)
en utilisant (A) le nombre d’ASV observés (richesse bactérienne) et (B) I'indice de Shannon (richesse

bactérienne et uniformité). Un astérisque rouge (*) indique une différence significative (p < 0,05)
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entre les deux groupes (vivant en bleu (n=57) et mort en rouge (n=20)) apres le test ’ANOVA.
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Concernant I'évolution des indices de diversité avec I'dge, comme pour la
population de chiots vivants, entre JO et J2, la richesse et I'homogénéité bactérienne
ont significativement diminué (p<0,05) pour la population de chiots décédés (Tableau
4). Les indices obtenus avec le nombre observé d’ASV et de Shannon sont passés
respectivementde 142+ 58a7,5+3,6etde1,9+£0,6a1,3 £0,6.

Statut des chiots
Indice R&'glsz
Vivant Mort ( )
Nombre d’ASV observés 15,446,3 14,2+5,8 0,40
JO
Indice de Shannon 2,1+0,6 1,9+0,6 0,20
Nombre d’ASV observés 10,5+2,8 7,513,6 0,01 (%)
J2
Indice de Shannon 1,804 1,3+0,6 0,02 (%)
p-value (Wilcoxon-Mann- . -
Whitney-) <0,001 (**) 0,030 (**)

Tableau 4. Nombre d’ASV observés moyen et indice de Shannon moyen a la naissance (J0) et
au deuxiéme jour (J2) de vie chez les populations de chiots vivants et de chiots décédeés,
associés aux p-value apres test ’ANOVA. Un astérisque (*) indique une différence significative
(p < 0,05) entre les deux groupes (vivant et mort), aprés un test ANOVA. Un double astérisque
(**) indique une différence significative (p< 0,05) entre le JO et le J2 pour I'indice de Shannon et

le nombre observé d’ASV, aprés un test de Mann-Whitney-Wilcoxon.

Une différence significative en terme du profil bactérien (béta diversité) a été
observée a J2 entre les chiots vivants et les chiots décédés suite aux analyses
PerMANOVA utilisant les distances de Bray—Curtis (p = 0,02, R? = 0,04) (Figure 9).
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Figure 9. Diversité beta du microbiote fécal en fonction du statut du chiot (vivant ou mort).
Graphiques de mise a I’échelle multidimensionnelle (MDS) montrant I’évolution et les
dissemblances de la composition du microbiote fécal des chiots en fonction de leur statut calculé
a l'aide des distances de Bray-Curtis (A) a la naissance (J0) et (B) au deuxieme jour (J2). Chaque
point représente un échantillon individuel de chiot, positionné sur la parcelle en fonction de Ia
similitude de sa communauté de microbiote avec d'autres échantillons. Les ellipses sont basées
sur des intervalles de confiance de 95 % et une erreur type. La similarité des communautés
bactériennes est évaluée sur la base de la similarité et de I'abondance des taxons. Un astérisque
rouge (*) indique une différence significative (p < 0,05) entre les deux groupes (vivant en bleu
(n=57) et mort en rouge (n=20)).
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2.5.2. Comparaison de la composition du microbiote fécal

46
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sont Clostridium perfringens ainsi que Clostridium hiranonis dans les mémes

proportions. Concernant les Firmicutes, c’est également I'espéce Streptococcus

alactolyticus qui prédomine dans les mémes proportions que chez les vivants. La

variabilité individuelle est appréciable en annexe 3.
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Figure 10. Composition du microbiote fécal a la naissance (J0) chez les chiots décédés (n=20) au

cours de la période néonatale et chez les chiots vivants jusqu’a 2 mois (n=57), au niveau du phylum

(A), de la famille (B) et du genre (C). La Iégende est présentée de telle sorte que les familles et les

genres sont regroupés par phylums (bleu : Proteobacteria, vert : Firmicutes, rouge : Fusobacteria,

jaune : Bacteroidetes).

A JO, 'analyse discriminante linéaire met en évidence une abondance absolue

significativement plus élevée de la famille des Pasteurellaceae chez les chiots vivants

(p=0,004). A linverse, une abondance absolue significativement plus élevée de la

famille des Moraxellaceae est observée chez les chiots décédés (p=0,024) (Tableau

47



5 et Figure 11). De la méme maniére dans cette population, le genre Psychrobacter
apparait comme significativement en plus grande abondance chez les décédés par
rapport aux vivants (p=0,024) (Tableau 6 et Figure 12). Une représentation graphique

du score LDA est appréciable en annexe 6.
On observe également une tendance a une abondance absolue plus élevée pour

I'espece Psychrobacter sanguinis chez les décédés (p=0,08) (Tableau 7 et Figure 13).

Abondance | Abondance

Famille P-value FDR Vivant Mort LDAscore
Pasteurellaceae 0,004 * 0,047896 605380,0 332950,0 5,13
Moraxellaceae 0,024 * 0,15884 1842100,0 3732700,0 -5,98

Tableau 5. Abondances absolues moyennes obtenues par analyse discriminante linaire a
I’échelle de la famille, a la naissance (JO) (FDR : False discovery rate ou taux d’erreur,

LDAscore : score d’Analyse Discriminante Linéaire).

Pasteurellaceae Moraxellaceae

..* S . [ L

«p=0,004

Abondance

Vivant

Statut

Mort

Données log-transformées
.
Abondance
Données log-transformées

p=0,02

Vivant

Statut

Mort

Figure 11. Abondances log-transformées de la famille des Pasteurellaceae et des

Moraxellaceae a la naissance (J0). Un astérisque rouge (*) indique une différence significative

(p < 0,05) entre les deux groupes (vivant en bleu (n=57) et mort en rouge (n=20)) aprés analyse

discriminante linéaire.
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Abondance | Abondance

Vivant Mort LDAscore

Genre P-value FDR

Psychrobacter 0,024 * 0,2688 1842100,0 3732700,0 -5,98

Tableau 6. Abondances absolues moyennes obtenues par analyse discriminante linaire a

I’'échelle du genre, a la naissance (J0).

Psychrobacter
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Figure 12. Abondances log-transformées du genre Psychrobacter a la naissance (J0). Un
astérisque rouge (*) indique une différence significative (p < 0,05) entre les deux groupes (vivant

en bleu (n=57) et mort en rouge (n=20) aprés analyse discriminante linéaire.

Abondance | Abondance

Espeéece P-value FDR Vivant Mort LDAscore
Psychrobacter 0.08T | 049432 | 1078900.0 | 1905600.0 -5.62
sanguinis

Tableau 7. Abondances absolues moyennes obtenues par analyse discriminante linaire a

I’échelle de I'espéce, a la naissance (JO)
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Abondance
Données log-transformées

LR ] - . . 'p=0,08
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Statut

Figure 13. Abondances log-transformées des espéces Psychrobacter sanguinis a la naissance
(J0). Un astérisque rouge (*) indique une différence significative (p < 0,05) entre les deux
groupes (vivant en bleu (n=57) et mort en rouge (n=20)) tandis qu’un « T » indique une tendance

(p < 0,1) aprés analyse discriminante linéaire.

A J2, les mémes 4 principaux phylums sont retrouvés chez les décédés.
Cependant, comme a JO, 'abondance de Proteobacteries est plus importante, avec
55% chez les chiots décédés (contre 40% chez les vivants) (Figure 14). A contrario,
'abondance de Firmicutes est plus faible avec 34% chez les chiots décédés (contre
45% chez les vivants). Les autres phylums sont quant & eux comparables entre les
deux groupes, avec 12% et 10% pour les Fusobacteria et 3% et 1% pour les

Bacteroidetes.

Au sein du phylum des Proteobacteria, la famille la plus représentée est, comme
chez les vivants, celle des Enterobacteriaceae avec une abondance de 51% (contre
33% chez les vivants). La famille des Streptococcaceae est retrouvée avec une moins
grande abondance que chez les vivants, avec 12% contre 21%. Les familles des
Clostridiaceae, des Fusobacteriaceae et des Bacteroidaceae sont retrouvées dans les

mémes proportions dans les deux populations.
Au niveau du genre, le plus retrouvé est, comme chez les vivants, Escherichia

(famille Enterobacteriaceae) mais en bien plus grande abondance avec 51% chez les

décédés (contre 33%). Le genre Streptococcus (famille Streptococcaceae) est en
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Abondance relative moyenne (%)

abondance comparable dans les deux populations (16% et 12%). Cependant,
beaucoup n’ont pas pu étre attribués.

Lors de I'analyse au niveau des espéces, beaucoup d’entre elles n’ont pas pu étre
attribuées. Au sein de la famille des Enterobacteriaceae, I'espéce bactérienne
retrouvée de facon majoritaire est Escherichia coli avec une abondance de 51%,
contre 33% chez les vivants. Concernant la famille des Clostridiaceae, Clostridium
perfringens est retrouvée dans les mémes proportions que chez les vivants (14% et
6%) et au sein de la famille des Streptococcaceae, Streptococcus luteciae également

(13% et 9%). La variabilité individuelle est appréciable en annexe 4.
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Figure 14. Composition du microbiote fécal au deuxiéme jour de vie (J2) chez les chiots décédés (n=20)
au cours de la période néonatale et chez les chiots vivants jusqu’a 2 mois (n=57) au niveau du phylum
(A), de la famille (B) et du genre (C). La légende est présentée de telle sorte que les familles et les

genres sont regroupés par phylums (bleu : Proteobacteria, vert : Firmicutes, rouge : Fusobacteria, jaune :
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A J2, I'analyse discriminante linéaire met en évidence une abondance absolue
significativement plus élevée des familles des Lachnospiraceae, des Clostridiaceae et
des Succinivibrionaceae chez les chiots vivants (respectivement p=0,005, p=0,029,
p=0,038). Chez les chiots décédés, on observe des tendances a une abondance
absolue plus élevée pour les familles des Enterobacteriaceae et des Enterococcaceae

(respectivement p=0,09, p=0,09) (Tableau 8 et Figure 15).

A I'échelle du genre, une abondance absolue significativement plus élevée des
genres Dorea, Clostridium et Anaerobiospirillum est observée chez les chiots vivants
(respectivement p=0,026, p=0,030, p=0,038). Chez les chiots décédés, on observe
une tendance a une abondance absolue plus élevée pour le genre Escherichia et pour
le genre Enterococcus (respectivement p=0,087 et p=0,089) (Tableau 9 et Figure 16).

A J2, les espéces bactériennes avec une abondance absolue significativement
plus élevées chez les vivants sont Clostridium perfringens, Clostridium hiranonis et
Clostridium paraputrificum (respectivement p=0,006, p=0,012, p=0,036). Une
tendance a une abondance absolue plus élevée pour I'espéce Escherichia coli est
observée chez les morts (p=0,087) (Tableau 10 et Figure 17). Des représentations

graphiques du score LDA sont appréciables en annexe 7.

Abondance | Abondance

Famille P-value FDR Vivant Mort LDAscore
Lachnospiraceae 0,005 * | 0,041633 640990,0 222490,0 5,32
Clostridiaceae 0,029 * | 0,11344 | 20410000,0 | 1289900,0 5,67
Succinivibrionaceae | 0,038 * | 0,11344 405710,0 442350,0 -4,26

Enterobacteriaceae 0,086 T | 0,16074 3343000,0 4898500,0 -5,89

Enterococcaceae 0,089 T 0,16074 170630,0 644780,0 -5,37

Tableau 8. Abondances absolues moyennes obtenues par analyse discriminante linaire a

I’échelle de la famille, au deuxieme jour (J2).
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Figure 15. Abondances log-transformées des familles Lachnospiraceae, Clostridiaceae,
Succinivibrionaceae, Enterobacteriaceae et Enterococcaceae au deuxiéme jour (J2). Un
astérisque rouge (*) indique une différence significative (p < 0,05) entre les deux groupes (vivant
en bleu (n=57) et mort en rouge (n=20)) tandis qu’un « T » indique une tendance (p < 0,1) apreés

analyse discriminante linéaire.
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Genre P-value FDR Abop dance | Abondanc LDAscore
Vivant e Mort
Dorea 0,026 * 0,12604 355180,0 100160,0 5,11
Clostridium 0,030 * 0,12604 & 20410000,0 | 1289900,0 5,57
Anaerobiospirillum 0,038 * 0,12604 405710,0 442350,0 -4,26
Escherichia 0,087 T 0,1786 3343000,0 4898500,0 -5,89
Enterococcus 0,089 T 0,1786 170630,0 644780,0 -5,37

Tableau 9. Abondances absolues moyennes obtenues par analyse discriminante linaire a

I’échelle du genre, au deuxiéme jour (J2).
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Figure 16. Abondances log-transformées des genres Dorea, Clostridium, Anaerobiospirillum,
Escherichia et Enterococcus au deuxiéme jour (J2). Un astérisque rouge (*) indique une différence
significative (p < 0,05) entre les deux groupes groupes (vivant en bleu (n=57) et mort en rouge

(n=20)) tandis qu’un « T » indique une tendance (p < 0,1) aprés analyse discriminante linéaire.

Espéce P-value FDR Vivant Mort LDAscore
Clostridium 0.006* | 0052498 1379100,0 = 656970.0 556
perfringens

Clostridium hiranonis 0,012 * 0,052498 | 229240,0 48109,0 4,96
Clostridium 0036* | 010781 | 1605800 | 1768200 3,91
paraputrificum

I [ I I
Escherichia coli 0,087 T 0,17109 | 3343000,0 | 4898500,0 -5,89

Tableau 10. Abondances absolues moyennes obtenues par analyse discriminante linaire a

I’échelle de I'espéce, au deuxiéme jour (J2).

95



Abondance
Données log-transformées

Abondance
Données log-transformées

15

10

~n
-]

o

-
o

o

Clostridium perfringens

p=0,006 . .

Vivant Mort

Statut

Clostridium paraputrificum

* p=0,036

Vivant Mort

Statut

Abondance
Données log-transformées

Abondance
Données log-transformées

Clostridium hiranonis

n
S

-
o

-
°

n

p=0,01

Vivant Mort

Statut

Escherichia coli

23

22

21

20

19

Vivant
Statut

Figure 17. Abondances log-transformées des espéeces Clostridium perfringens, Clostridium
hiranonis, Clostridium paraputrificum et Escherichia coli au deuxiéme jour (J2). Un astérisque
rouge (*) indique une différence significative (p < 0,05) entre les deux groupes (vivant en bleu
(n=57) et mort en rouge (n=20)) tandis qu’un « T » indique une tendance (p < 0,1) apreés analyse

discriminante linéaire.
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3. Discussion

Le but de cette étude expérimentale était de comparer le profil du microbiote
fécal a la naissance et 48h aprés la naissance entre une cohorte de chiots vivants tout
au long de I'étude (jusqu’a 2 mois d’age) et une cohorte de chiots décédés avant la fin
de l'étude. Ce travail présente donc des données originales sur un nombre
relativement grand d’animaux, et ayant une importance sur la compréhension du
microbiote chez le jeune de I'espéce canine. Cependant, et comme dans toutes études,

ce travail a des limites, qui seront présentées par la suite.

3.1. Les limites de l'étude

L’échantillonnage, regroupant 57 chiots vivants et 20 chiots décédés, pourrait
étre considéré comme relativement petit dans le cadre d’une recherche sur le
microbiote. En effet, ce sujet nécessite que l'on s’intéresse a la variabilité
interindividuelle. Cependant, la taille d’échantillon de cette étude égale ou dépasse
celle de la majorité des investigations concernant le microbiote des chiots retrouvées
dans la littérature (Boucard et al. 2021) (Chun et al. 2020) (n=18 et n=24
respectivement pour ces deux études).

De plus, des résultats statistiquement significatifs et cohérents semblent nous assurer
que la taille de I'échantillon était adéquate et que la puissance statistique était

suffisante.

Ensuite, nous avons choisi d’étudier une cohorte de chiots vivants et de la
comparer a une cohorte de chiots décédés durant la période néonatale. Les conditions
de naissance et d’élevage étaient les mémes pour tous les individus (rations, soins
prophylactiques...), cependant la population n’est pas totalement homogéne
notamment en termes de race, de taille de race et d’état de santé, ce qui freine
I'extrapolation a 'ensemble de I'espéce canine. |l serait alors intéressant de collecter
des données dans plusieurs élevages et sur un grand nombre de chiens pour vérifier
la reproductibilité de nos résultats. Néanmoins, nos prélévements étaient suffisants

pour observer des différences significatives entre les deux populations.
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A propos de la méthode d’identification employée, certaines espéces
bactériennes ont échappé a l'identification du fait de leur trés faible proportion dans
les échantillons. Cependant, la méthode moléculaire utilisant ’ARN 16S pour identifier
les bactéries reste celle qui permet d’obtenir de maniere la plus représentative, le plus
rapidement la composition bactérienne dans un échantillon et est la moins influencée
par les conditions de préléevement. Bien qu’efficace pour l'identification taxonomique
au niveau du genre, la méthode présente des limites pour distinguer les especes
étroitement apparentées et ne permet pas I'étude des fonctions génomiques. Certain
taxa rares échappent donc a lidentification bien qu’ils puissent avoir une forte
influence sur la santé. Pour cela, des amorces plus spécifiques seraient nécessaires
pour détecter avec plus de précision les espéces bactériennes minoritaires ou
différencier les espéces étroitement apparentées.

En comparaison, a partir du méme ADN total extrait, la technique métagénomique
Shotgun consiste a fragmenter ’ADN entier et a séquencer de maniere aléatoire les
fragments obtenus. Cette méthode permet l'identification de tous les types de micro-
organismes contenant de ’ADN dans un échantillon avec une résolution taxonomique
plus fine, permettant une identification jusqu’au niveau de I'espéce, voire de la souche
et également permet de fournir des informations sur des génes fonctionnels.
Cependant, cette méthode reste techniquement plus complexe et nécessite des

capacités de séquencgage a haut débit.

Concernant la période de prélévement des échantillon, elle a été réduite a la
période néonatale et compare des échantillons prélevés dans les deux premiers jours
de la vie, période clé pour la capacité de survie du chiot (Mila et al. 2015).

En effet, cette période est critique pour le chiot en raison des nombreux changements
physiologiques et métaboliques qui surviennent sur un court laps de temps, avec des
effets potentiels a long terme sur la santé du chiot. Il a été démontré chez d'autres
especes, comme I'Homme et le porc, que le microbiote intestinal subit également des
changements brusques au cours de cette période et pourrait étre impacté par des
événements précoces avec des conséquences potentielles sur la composition du
microbiote adulte et le bon développement du systéme immunitaire de I'héte (Guard
et al. 2017) (Isolauri 2012) (Nowland, Kirkwood, Pluske 2022). Au sein de I'espéce
canine, il a également été prouvé que la santé du chiot au cours des deux premiers

jours de sa vie et les événements s’y déroulant, peuvent avoir un impact sur la
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composition du microbiote jusqu'a deux mois plus tard (Garrigues et al. 2023). En outre,
les résultats obtenus dans notre étude confirment I'importance cruciale de la période

néonatale précoce, avec la majorité des déces des chiots s’y regroupant.

3.2.  Evolution du microbiote fécal au cours des premiers jours de vie

On observe qu’entre la naissance et le deuxiéme jour de vie, la richesse et
I'hnomogénéité bactérienne ont significativement diminué (p<0,05) que ce soit pour la
population de chiots vivants comme pour celle des chiots décédés. Ce résultat
correspond a ce qui a déja été publié, et met en avant que I'age des chiots affecte de
maniére significative la diversité alpha, évaluée par l'indice de Shannon notamment
(Guard et al. 2017) (Ala et al. 2024).Des études chez le porcelet ont mis en évidence
que la diversité alpha était fortement affectée par I'age, avec une richesse accrue des
espéces au fil du temps. La diversité béta quant a elle diminuait aprés le sevrage,
suggérant une évolution convergente entre les individus (Saladrigas-Garcia et al.
2022). Cela pourrait suggérer que le microbiote des chiots a la naissance est diversifié
et évolue trés rapidement au cours de la premiére semaine de vie. Il diminue trés
précocement, pour ensuite augmenter pendant la période postnatale, et enfin se
stabiliser quelques mois apreés le sevrage pour finalement diminuer lentement une fois
seniors (Garrigues et al. 2022). En résumé, les mesures de diversité alpha peuvent
étre considérées comme une statistique récapitulative d'une seule population
(diversité au sein de I'échantillon), tandis que les mesures de diversité beta sont des

estimations de similarité ou de dissemblance entre populations

Que ce soit a la naissance ou bien au deuxiéme jour de vie, les Proteobacteria,
les Firmicutes, les Fusobacteria et les Bacteroidetes étaient les 4 principaux phylums
composant le microbiote des chiots nouveau-nés dans cette étude comme tel est le
cas dans la bibliographie (Buddington 2003) (Zakosek Pipan et al. 2020).

D’apreés les différentes études, si les phylums principaux sont les mémes entre adultes
et chiots, leur répartition est différente. Les Protéobactéries sont plus abondantes dans
le microbiote fécal des chiots tandis que les Bacteroidetes et les Fusobacteria sont
plus abondantes chez les adultes. Ceci s’explique par le fait que les Proteobacteria
maintiennent un environnement anaérobie nécessaire a la mise en place du du

microbiote en post natal, dont les mécanismes sont détaillés plus tard (Moon et al.
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2018). A contrario, le phylum des Bacteroidetes est connu comme ayant une fonction
de digestion des fibres et des polysaccharides complexes pour la production de
métabolites, dans un contexte d’alimentation solide chez I'adulte de la méme maniére
que les Fusobacteria dont un réle est supposé dans la dégradation des protéines
animales (Doron et al. 2014b).

En ce qui concerne les taxons spécifiques, de maniére générale, les chiots ont des
abondances plus élevées de Bifidobacterium, d'Enterobacteriaceae (principalement E.
coli), de Lactobacillaceae (principalement L. johnsonii) et de certaines Clostridiaceae
(C. perfringens et C. difficile) (Garrigues et al. 2022). La présence des Bifidobacterium
et des Lactobacillaceae s’explique du fait de leur fonction de dégradation des

oligosaccharides du lait en lactate et en acétate (Alipour et al. 2018).

Dans notre étude, que ce soit a la naissance ou au deuxiéme jour, la
composition globale des phylums est conservée avec une majorité de Firmicutes (48%
t 4,24) chez les chiots vivants contre une majorité de Proteobacteria (55,5% 0 ,71)
chez les chiots décédés. Au niveau de la famille, on retrouve majoritairement les
Moraxellaceae a la naissance dans les deux populations, puis les Enterobacteriaceae
au deuxiéme jour dans les deux populations, mais en bien plus grande importance
dans la population de chiots décédés aux deux dates pour ces deux familles.

Au niveau du genre, on retrouve Psychrobacter a la naissance dans les deux
populations mais en bien plus grande importance chez les chiots décédés. Au
deuxiéme jour c’est le genre Escherichia qui prédomine dans les deux populations,
mais en plus grand importance chez les chiots décédés.

En affinant au niveau de I'espéce, cette fois encore, Escherichia coli est en plus grande
importance chez les chiots décédés aux deux dates bien qu’une grande partie des
especes ne soient pas attribuées. Une hypothése a ces associations de taxa avec la
mortalité est que par exemple E.coli est connue comme pouvant induire une dysbiose

et est associée a des désordres inflammatoires.
Concernant la composition du microbiote chez le chiot et a la différence du chien

adulte, le phylum Bacteroidetes est retrouvé en trés faible proportion, quel que soit la

population étudiée (2,5% % 0,71 chez les vivants et 1,5% £ 0,71 chez les décédés).

60



Lorsque I'on s’intéresse a la mortalité néonatale chez le chiot, de nombreux
facteurs entrent en jeu et peuvent impacter la santé globale et celle du microbiote. Des
changements importants se produisent au cours de la période néonatale, comme le
soulignent I'évolution de la composition bactérienne et la dynamique de la diversité
alpha et beta dans notre étude. La méme dynamique aprés la période néonatale
précoce (de J2 a J28) a été observée chez les porcelets, ou I'age était significativement
associé a une augmentation de la diversité alpha, une diminution des
Enterobacteriaceae et des Clostridiaceae et une augmentation des Prevotellaceae,
tout comme dans I'étude de Garrigues et.al (Garrigues et al. 2023). Cependant, outre
I'age, la variation du microbiote fécal des chiots s’est €également avérée étre associée
a des paramétres de santé clés de la période néonatale. Parmi ces variables, il a été
démontré que la mére du chiot a la plus forte influence sur la variation du microbiote,
expliquant jusqu'a 50 % de celle-ci (Garrigues et al. 2023). Rappelons que le facteur
« mére » dans cette étude englobait de nombreux sous-facteurs qui peuvent tous
influencer la composition du microbiote, tels que la race, la génétique, la composition
du lait, I'allaitement et son propre microbiote (fécal, vaginal, oral, lait, etc.) (Vilson et al.
2018) (Mu et al. 2019).

Il a été démontré de la méme maniére, chez d’autres espéces de mammiferes
que le microbiote a la naissance est principalement fagconné par le microbiote de la
meére, notamment lors du contact du nouveau-né avec le microbiote vaginal et des
activités d’allaitement aprés la naissance (JaSarevi¢, Bale 2019) (Mortensen et al.
2021). De plus, I'éemergence de lintestin du nouveau-né en tant que nouvel
environnement, rempli d’'oxygéne, conduit a une colonisation importante de diverses
bactéries facultatives qui dominent I'intestin pendant les premiers jours de la vie, créant
ainsi un environnement riche (Adlerberth, Wold 2009). Cette grande richesse en
bactéries de faible abondance rend plus difficile la détection de différences
significatives entre les groupes, d'autant plus que le facteur le plus important a cette

date, comme rappelé précédemment, est celui de la mere.
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3.3. Comparaison du microbiote fécal entre les chiots vivants et les

chiots décédés

Lorsque I'on s’intéresse a la diversité alpha des deux cohortes, au deuxiéme
jour de vie, le microbiote fécal des chiots vivants présentait une richesse plus élevée
et une structure différente, notamment une forte diversité bactérienne (indice de
Shannon élevé) par rapport a la population de chiots décédés. Ces résultats sont
enrichis par ceux obtenus concernant la beta diversité qui confirment que les chiots
vivants et les chiots décédés ont des compositions bactériennes significativement

différentes au deuxiéme jour de vie.

Pour expliquer ces difféerences de composition microbienne, des études ont
démontré que chez la plupart des mammiféres, a la naissance, le tractus gastro-
intestinal était rempli d’oxygene. Par la suite, la maturation se traduit par
I'établissement d’un milieu anaérobie via I'action a la fois de bactéries consommatrices
d’oxygéne, nommées anaérobies facultatives, mais aussi grace au métabolisme
colonocytaire qui réalise la beta-oxydation des acides gras (Litvak, Byndloss, Baumler
2018). En effet, ceci est illustré par le fait que le potentiel redox positif au sein de
I'intestin constitue I'environnement idéal pour l'installation des bactéries aérobies
strictes et facultatives, qui appartiennent principalement aux phylums des
Proteobacteria et des Firmicutes (Sanidad, Zeng 2020), comme c’est les cas dans
notre étude sur les chiots. Ces bactéries et les colonocytes consommant de I'oxygéne,
un remplacement des bactéries aérobies strictes par des bactéries aérobies
facultatives opportunistes est rapidement observé en quelques jours par la suite
(Buddington 2003). Nos résultats semblent confirmer le fait que les conditions
environnementales sont favorables aux aérobies (Moraxellaceae, Pasteurellaceae) et

aux anaérobies facultatifs (Clostridiaceae, Enterobacteriaceae).

Plus précisément, dans notre étude, la famille des Pasteurellaceae est
retrouvée majoritairement dans la population des chiots vivants a la naissance.
Appartenant au phylum des Proteobacteria, elle est parmi les premiéres colonisatrices
de I'intestin néonatal rempli d’'oxygéne comme évoqué précédemment. La famille des
Pasteurellaceae (principalement du genre Haemophilus) a également été I'un des taxa

prédominants mis en évidence lors de la mise bas dans I'espéce canine mais aussi
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celui retrouvé en plus grande abondance dans I’environnement vaginal des méres
(Baba et al. 1983) (Garrigues et al. 2023). De la méme maniére, cette famille
représente un taxon typique du colostrum d’échantillons sains. Il a méme été démontré
que dans le microbiote du colostrum, les Pasteurellaceae étaient négativement
corrélées a la perte de poids chez le chiot (Garrigues et al. 2023). Chez ’'Homme, les
bactéries appartenant a la famille des Pasteurellaceae se sont révélées plus
abondantes dans les microbiotes intestinaux des nourrissons allaités en comparaison
avec ceux nourris avec du lait maternisé (Khan et al. 2021). En conclusion, il apparait
que I'ensemble des précédentes études associées a ce travail de recherche semblent
en faveur d’un role clé de la famille des Pasteurellaceae et de son association a la

bonne santé néonatale.

A J2, la famille des Lachnospiraceae a été obtenue majoritairement au sein de
la population des chiots vivants. Elle regroupe des bactéries obligatoirement
anaérobies non originaires de la flore vaginale ou du lait maternel. Dans une étude
menée chez 'Homme, il a été démontré que les Lachnospiraceae sont des taxons
essentiels connus du microbiote adulte, jouant un réle dans la recherche de nourriture
des glycanes alimentaires, la production de métabolites bénéfiques et I'immunité, et il
a été prouveé que leur intégration dans le microbiote intestinal doit avoir lieu tdt pour un
développement neurologique optimal de I'enfant (Oliphant et al. 2021). Cependant, le

role de cette famille de bactéries reste inconnu chez le chiot nouveau-né actuellement.

L’autre famille retrouvée au deuxiéme jour de vie au sein de la population de
chiots vivants en plus forte abondance que chez les chiots décédés, est celle des
Clostridiaceae. Notre étude laisse apparaitre trois principales especes au sein de la
population de chiots vivants : Clostridium hiranonis, particuliérement plus abondante
chez les vivants, mais également Clostridium perfringens et Clostridium paraputrificum.
Les membres des Clostridiaceae sont variés et peuvent étre potentiellement
pathogénes ou bénéfiques pour leur héte. Clostridium hiranonis est un producteur
secondaire d'acide biliaire qui inhibe également la croissance de bactéries pathogénes
telles que Clostridium perfringens (Pavlidis et al. 2015). De plus, un certain nombre
d’études mettent en évidence que des niveaux réduits de Clostridium hiranonis et une
diminution de la conversion des acides biliaires sont fortement corrélés a une dysbiose
intestinale et a une croissance excessive des enteropathogénes chez le chien (Li et al.

2017)(AlShawaqfeh et al. 2017). En outre, Clostridium perfringens a d’ailleurs été
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isolée en plus grande abondance chez les enfants prématurés et les porcelets ce qui
a été corrélé a un risque plus élevé d’entérocolite nécrosante (Arboleya et al.
2012)(Cilieborg et al. 2011). Dans notre cas, nous pouvons supposer que I'équilibre
qui régne entre ces especes et le reste des taxa bactériens restreint les actions
pathogénes des espéces de Clostridium. En résumé, les espéces de Clostridies ne
semblent pas étre particuliérement associées a de la pathogénicité chez le chiot
nouveau-né. La présence de Clostridium hiranonis, en plus grande abondance chez
les chiots vivants, suggere d’ailleurs que cette espéce est associée au bon

développement et a la santé du chiot.

La famille des Succinivibrionaceae, composée d’anaérobies strictes, est
également un des taxa obtenus majoritairement chez les chiots vivants. Les bactéries
anaérobies strictes sont liées a la maturité du systéme immunitaire. Dans I'étude de
Garrigues et.al, les chiots avec un faible score de santé présentaient une abondance
plus faible de bactéries anaérobies strictes dont ce taxon, ce qui pouvait laisser
supposer un retard dans leur maturation (Garrigues et al. 2023). De la méme maniére,
une plus forte abondance de la famille des Bacteroidaceae est observée dans la
population de chiots vivants, regroupant des bactéries connues pour leur role dans la
maturation du microbiote des chiens (Bermingham et al. 2017). L’autre famille
retrouvée est celle des Streptococcaceae, qui est également une des familles les plus
fréiguemment retrouvée dans le lait maternel (Ge et al. 2021). La présence de
Streptococcaceae mais également de Pasteurellaceae, pourrait suggérer que les
chiots vivants jusqu’a la fin de la période, sont restés en bonne santé grace a

I'ingestion optimale de colostrum et puis de lait.

Concernant la cohorte des chiots décédés, la famille des Moraxellaceae,
composée d’aérobies strictes, est quant a elle retrouvée en plus grande abondance a
la naissance. Cependant, dans une autre étude, il a été démontré que les chiots de
faible poids de naissance présentaient une abondance plus faible de Moraxellaceae a
la naissance (Garrigues et al. 2023). Il semble donc difficile de conclure quant au role
et a l'association de cette famille avec la santé néonatale. Dans ce contexte, des

études supplémentaires sont nécessaires pour comprendre ces éléments.
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Au sein de la population de chiots décédés, au deuxiéme jour de vie, une
tendance est observée avec une plus forte abondance d’Enterobacteriaceae et
d’'Enterococcaceae, comme c’est le cas dans I'étude de Garrigues et.al a J2 chez les
individus de faible poids corporel, avec notamment I'espéce Escherichia coli. Ces
taxons sont connus pour étre des bactéries opportunistes et associées a des
conditions favorables aux maladies et spécifiguement aux maladies inflammatoires de
l'intestin chez I'espéce canine (Minamoto et al. 2015). Plus précisément, il a été
démontré que E.coli est impliquée dans les maladies intestinales et les septicémies
chez les chiots nouveau-nés (Munnich, Lubke-Becker 2004). Il a été démontré que lors
d’entéropathies, l'inflammation s’accompagne de la destruction du mucus et de la
structure de la muqueuse intestinale ce qui entraine une oxygénation accrue de la
surface de la muqueuse, une augmentation de bactéries aérobies, telles qu’E.coli, et

une diminution de la flore anaérobie normale (AlShawagqgfeh et al. 2017).

De maniere comparative, lors d’examens bactériologiques effectués sur
cadavres, Streptococcus spp. est le plus souvent identifié (quel que soit 'age et la
cause de la mort), suivi par E.coli, et sont retrouvés chez plus de 40% des chiots morts
pour les deux taxa (Meloni et al. 2014)(Indrebg, Trangerud, Moe 2007). Notre étude
confirme donc le réle pathogéne d’'E.coli chez les chiots nouveau-nés. Cependant, il
reste a investiguer quels facteurs prédisposeraient les chiots a cette dérive de mise en

place de microbiote les premiers jours apres la naissance.

3.4. Perspectives

Notre étude a mis en évidence des modifications majeures du microbiote
intestinal chez le chiot lors des deux premiers jours de vie. En examinant les
différences dans les communautés bactériennes, dans I'’ensemble, il a été observé
une tendance a une abondance plus élevée de bactéries pathogénes opportunistes,
telles que les Enterobactericaceae au sein de la population de chiots décédés. Ces
résultats sont en adéquation avec la littérature et les études déja menées chez
I'Homme, le porcelet ou le chiot. A linverse, les chiots vivants avaient une abondance
plus élevée de Succinivirbrionaceae, aérobies strictes, et de Bacteroidaceae liées a la

maturité du systeme immunitaire.
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Ainsi, cette étude a donné un meilleur apercu des taxons bactériens que I'on
peut retrouver chez le chiot vivant en comparaison a des individus décédés lors de la

période néonatale.

Cependant, des analyses supplémentaires sur une population a plus grande
échelle, de chiots grandissant dans des conditions différentes seraient nécessaires
pour explorer le lien entre le microbiote fécal dans la période néonatale précoce et la
mortalité. La relation causale entre les événements de la période néonatale et le
microbiote reste floue, il est donc essentiel de les contrdler tous deux pour prévenir les
troubles de santé. Les éleveurs doivent veiller a ce que I'apport de colostrum des chiots
soit suffisant pour éviter une potentielle dysbiose et les problémes qui peuvent en
découler. D’autres stratégies préventives visant a protéger I'équilibre du microbiote
intestinal, qui sont en progression, seraient le transfert du microbiote fécal ou
I'utilisation de probiotiques dans un biofilm, notamment chez la femelle gestante
(Burton et al. 2016) (Olson et al. 2016).

Plus précisément, il a été démontré que le passage d’'un microbiote intestinal
bien équilibré au chiot, notamment grace a 'administration de probiotiques chez la
mere, peut avoir des conséquences bénéfiques sur le nouveau-né. Ce dernier
présenterait une meilleure capacité de lutte contre les pathogénes dans les premiers
jours de vie grace a un systéme immunitaire renforcé, comme le prouvent des études
chez la truie (Wellison A. Pereira et al. 2022). Il a été prouvé que le microbiote des
porcelets issus de truies complémentées en probiotiques, avaient un nombre de
diarrhées néonatales réduit, présentaient une flore commensale de meilleure qualité
ainsi qu’'une quantité moindre d’agents pathogénes opportunistes. Dernierement, chez
le chien, il a été mis en évidence que supplémenter les chiennes avec une souche de
Saccharomyces cerevisiae est une approche prometteuse pour optimiser la santé et

la nutrition des chiots (Garrigues et al. 2023).
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CONCLUSION

En conclusion, cette étude expérimentale a permis d’enrichir notre
compréhension du microbiote des chiots lors des premiers jours de vie, notamment
des deux premiers, et s’est attelée a élucider une partie des causes relatives a la
mortalité néonatale chez cette espéce. Il en résulte que I'analyse et I'interprétation du
microbiote s’averent étre des éléments complexes. Il semblait jusqu’alors difficile
d’assurer si le microbiote était une cause ou une conséquence de la mortalité observéee
chez le chiot. Néanmoins, il apparait clairement que la mortalité néonatale est en
relation avec une richesse bactérienne plus faible et des profils microbiens précis
durant les deux premiers jours de vie. Cette étude place alors le microbiote comme
facteur de prédisposition a une mortalité accrue.

Au-dela du détail de la composition microbienne pouvant exister et évoluer durant les
premiers jours de vie, cette étude a souligné l'importance du développement du
microbiote fécal dés la naissance et son implication pour la santé future du chiot.

Cependant, du fait de l'existence de nombreux facteurs pouvant influencer le
développement du microbiote intestinal pendant la période néonatale ainsi que de la
variabilité individuelle, l'intégration d’autres variables semble nécessaire afin
d’identifier les éléments cruciaux dans la gestion des chiots et la mise en place
optimale de leur microbiote. De nouvelles études sont nécessaire pour comprendre
I'origine de ces dérives du microbiote chez les nouveau-nés mais également afin de

connaitre les conséquences sur la santé a long-terme chez les chiots qui ont survécus.
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ANNEXES

Annexe 1. Graphiques d’abondances relatives des taxons bactériens, pour
chaque chiot vivant jusqu’a deux mois d’age (n=57) a la naissance (J0, a gauche)
et au deuxiéme jour de vie (J2, a droite), a I’échelle (A) du phylum, (B) de la
famille, (C) du genre, (D) de I'espéce.
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Annexe 1. Mesures d’alpha diversité individuelles du microbiote fécal des chiots

vivants jusqu’a deux mois d’age, a la naissance (J0, en vert) et au deuxiéme jour

de vie (J2, en violet) en utilisant (A) le nombre d’ASV observés (richesse

bactérienne) et (B) I'indice de Shannon (richesse bactérienne et uniformité).
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Annexe 2. Graphiques d’abondances relatives des taxons bactériens, pour
chaque chiot appartenant aux populations de chiots vivants (« Alive », n=57) et
morts (« Dead », n=20), a I’échelle (A) du phylum, (B) de la famille, (C) du genre,

(D) de I’'espéce, a la naissance (JO0).
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Annexe 3. Graphiques d’abondances relatives des taxons bactériens, pour
chaque chiot appartenant aux populations de chiots vivants (« Alive », n=57) et
morts (« Dead », n=20), a I’échelle (A) du phylum, (B) de Ila famille, (C) du genre,

(D) de I’espéce, au deuxiéme jour (J2).
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Annexe 4. Mesures d’alpha diversité individuelles du microbiote fécal des chiots
vivants (« Alive » en bleu) et décédés (« Dead » en rouge), a la naissance (J0) et
au deuxieme jour de vie (J2) en utilisant (A) le nombre d’ASV observés (richesse

bactérienne) et (B) I'indice de Shannon (richesse bactérienne et uniformité).
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Annexe 5. Représentation graphique du score LDA pour les familles

Pasteurellaceae et Moraxellaceae, a la naissance (J0) et abondances (de « Low »

a « High ») au sein des populations de chiots (vivant= « Alive » et mort= « Dead »).

Familles

Pasteurellaceae

Moraxellaceae o

LDA score

88

JO



Annexe 6. Représentations graphiques du score LDA pour (A) les familles, (B)

les genres et (C) les espéces au deuxiéme jour (J2) et abondances (de « Low » a

« High ») au sein des populations de chiots (vivant= « Alive » et mort= « Dead »).
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LIEN ENTRE LE MICROBIOTE FECAL A LA NAISSANCE ET LA MORTALITE NEONATALE CHEZ
LE CHIOT — ETUDE EXPERIMENTALE

Résumé : Avec environ 10 % des chiots mourant au cours des trois premiéres semaines de leur vie, la
période néonatale représente une période critique chez le chiot.

Si de nombreuses études se sont concentrées sur le microbiote des jeunes enfants, il existe encore un
manque de connaissances concernant la constitution et la composition du microbiote intestinal chez le
chiot. Cette étude a donc pour objectif de comprendre si une différence dans la composition des
microbiotes fécaux des chiots est en lien avec la mortalité néonatale.

Ce travail expérimental a été réalisé sur un échantillon de 77 chiots pour lesquels des séquengages du
géne de I'ARNr 16S a été réalisé a partir de prélévements fécaux au cours de la période néonatale
précoce. La population de chiots vivants avait une richesse bactérienne ainsi qu’'une abondance de
familles bactériennes significativement plus élevées que la population de chiots morts. Aussi, la béta
diversité était significativement différente entre les deux populations deux jours aprés la naissance.
Enfin, des abondances variables de bactéries lactiques et de bactéries potentiellement pathogénes ont

été trouvées dans les groupes des chiots vivants et des chiots décédés.

Mots clés : Microbiote - Chiot — Mortalité - Néonatale - Bactérie

LINK BETWEEN FECAL MICROBIOTA AT BIRTH AND NEONATAL MORTALITY IN PUPPIES -
EXPERIMENTAL STUDY

Abstract: With approximately 10% of puppies dying within the first three weeks of life, the neonatal
period represents a critical phase in their development. While numerous studies have focused on the
microbiota of young children, there is still a lack of knowledge regarding the constitution and composition
of the intestinal microbiota in puppies. Therefore, this study aims to investigate whether differences in
the composition of the fecal microbiota in puppies are associated with neonatal mortality.

This experimental work was conducted on a sample of 77 puppies, for which 16S rRNA gene sequencing
was performed using fecal samples collected during the early neonatal period. The surviving puppies
exhibited significantly higher bacterial richness and abundance of bacterial families compared to the
deceased puppies. Additionally, beta diversity was significantly different between the two populations
two days after birth. Finally, varying abundances of lactic acid bacteria and potentially pathogenic

bacteria were found between the groups of surviving and deceased puppies.

Keywords: Microbiota — Puppy — Mortality — Neonatal — Bacteria
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