N
N

N

HAL

open science

Effets d’une supplémentation en Saccharomyces
boulardii chez la chienne en gestation et en lactation sur
la concentration en immunoglobulines dans les sécrétions
lactées et sur le transfert de I'immunité passive du chiot

Laurine Michaud

» To cite this version:

Laurine Michaud. Effets d’'une supplémentation en Saccharomyces boulardii chez la chienne en ges-
tation et en lactation sur la concentration en immunoglobulines dans les sécrétions lactées et sur
le transfert de I'immunité passive du chiot. Médecine vétérinaire et santé animale. 2024. dumas-

04818285

HAL Id: dumas-04818285
https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-04818285v1

Submitted on 4 Dec 2024

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-04818285v1
https://hal.archives-ouvertes.fr

EX
REPUBLIQUE

envc

ANNEE 2024 THESE : 2024 — TOU 3 - 4099

EFFETS D’UNE SUPPLEMENTATION EN
SACCHAROMYCES BOULARDII CHEZ LA
CHIENNE EN GESTATION ET EN LACTATION
SUR LA CONCENTRATION EN
IMMUNOGLOBULINES DANS LES
SECRETIONS LACTEES ET SUR LE
TRANSFERT DE L’IMMUNITE PASSIVE
DU CHIOT

vétérinaire

Université
de Toulouse

THESE D’EXERCICE

pour obtenir le titre de
DOCTEUR VETERINAIRE

DIPLOME D’ETAT
présentée et soutenue publiguement

devant I'Université Paul-Sabatier de Toulouse
par

MICHAUD Laurine, Eva

Directrice de these : Mme Hanna MILA

JURY
PRESIDENTE :
Mme Séverine BOULLIER Professeure a I'Ecole Nationale Vétérinaire de TOULOUSE
ASSESSEURS :
Mme Hanna MILA Maitre de Conférences a I'Ecole Nationale Vétérinaire de TOULOUSE
M. Laurent-Xavier NOUVEL Professeur a I'Ecole Nationale Vétérinaire de TOULOUSE

MEMBRES INVITES :
M. Quentin GARRIGUES Technical Communication Scientist au sein de la société Affinity Petcare
Mme Amélie MUGNIER Ingénieure de recherche au sein de la société LALLEMAND






J ecole
f nationale
‘ veterinaire
toulouse

Ministére de I'Agriculture et de I’Alimentation
ECOLE NATIONALE VETERINAIRE DE TOULOUSE

Liste des directeurs/assesseurs de thése de doctorat vétérinaire

Directeur : Professeur Pierre SANS

PROFESSEURS CLASSE EXCEPTIONNELLE |

M.
M.
Mme

M.
Mme

BAILLY Jean-Denis, Hygiene et industrie des aliments

BERTAGNOLI Stéphane, Pathologie infectieuse

BOURGES-ABELLA Nathalie, Histologie, anatomie pathologique
BOUSQUET-MELOU Alain, Pharmacologie, thérapeutique

BRUGERE Hubert, Hygiéne et industrie des aliments d'origine animale
CONCORDET Didier, Mathématiques, statistiques, modélisation
DELVERDIER Maxence, Anatomie pathologique

GAYRARD-TROY Véronique, Physiologie de la reproduction, endocrinologie
GUERIN Jean-Luc, Avicufture et pathologie aviaire

HAGEN-PICARD Nicole, Pathologie de la reproduction

JACQUIET Philippe, Parasitologie et maladies parasitaires

MEYER Gilles, Pathologie des ruminants

SCHELCHER Frangois, Pathologie médicale du bétail et des animaux de basse-cour
TRUMEL Catherine, Biologie médicale animale et comparée

PROFESSEURS 1° CLASSE

Mme
Mme
M.
M.
M.
Mme
Mme
M.
M.
Mme
M.

CADIERGUES Marie-Christine, Dermatologie vétérinaire
DIQUELOU Armelle, Pathologie médicale des équidés et des carnivores
DUCOS Alain, Zootechnie

FOUGCRAS Gilles, Pathologie des ruminants

GUERRE Philippe, Pharmacie et toxicologie

LACROUX Caroline, Anatomie pathologique, animaux d'élevage
LETRON-RAYMOND Isabelle, Anatomie pathologique
LEFEBVRE Hervé, Physiologie et thérapeutique

MAILLARD Renaud, Pathologie des ruminants

MEYNADIER Annabelle, Alimentation animale

MOGICATO Giovanni, Anatomie, imagerie médicale

PROFESSEURS 2™ CLASSE |

Mme
Mme
M.
Mme
M.
M.
Mme
M.

BOULLIER Séverine, Immunologie générale et médicale

CAMUS Christelle, Biologie cellulaire et moléculaire

CORBIERE Fabien, Pathologie des ruminants

FERRAN Aude, Physiologie-Thérapeutique

MATHON Didier, Pathologie chirurgicale

NOUVEL Laurent, Pathologie de la reproduction

PAUL Mathilde, Epidémiologie, gestion de la santé des élevages avicoles
VOLMER Romain, Microbiologie et infectiologie

Mise a jour le 23/07/2023



|MAITRES.'_DE CONFERENCES HORS CLASSE

M. BERGONIER Dominique, Pathologie de la reproduction

Mme BIBBAL Delphine, Hygiéne et industrie des denrées alimentaires d'origine animale
M. - JAEG Jean-Philippe, Pharmacie et toxicologie

Mme LALLEMAND Elodie, Chirurgie des équidés

M. LIENARD Emmanuel, Parasitologie et maladies parasitaires

M. LYAZRHI Faouzi, Statistiques biologiques et mathématiques

Mme PALIERNE Sophie, Chirurgie des animaux de compagnie

Mme PRIYMENKO Nathalie, Alimentation

MAITRES DE CONFERENCES CLASSE NORMALE

M.  ASIMUS Erik, Pathologie chirurgicale

Mme BRET Lydie, Physique et chimie biologiques et médicales

Mme BOUHSIRA Emilie, Parasitologie, maladies parasitaires

M. " CARTIAUX Benjamin, Anatomie, imagerie médicale

M. COMBARROS Daniel, Dermatologie vétérinaire

M. CONCHOU Fabrice, Imagerie médicale

Mme DANIELS Héléne, Immunologie, baclériologie, pathologie infectieuse
Mme DAVID'Laure; Hygiéne etindustrie des aliments

M. DIDIMO.IMAZAKI Pedro,'Hygiéne et industrie des aliments

Mme DOUET Jean-Yves, Opfitaimologie vétérinaire et comparée

M. FERCHIOU'Atimed, Economie et gestion des entrepnses vétérrnafres agncoles
Mine FUSADE-BOYER, Microbiologie et infectiologie’ -

Mme GRANAT:Fdriny, Biologie médicale animaleg:

Mme JOURDAN Géraldine;/Anesthésie, analgésie

Mim= JOUSSERAND Nicolas; Médecine interne des animaux de compagnie
Mme LAVOUERachel;, Médedine Interne s e iz

M= LE'GRAVERAND Quentin; Alimentation animale '

M. LELOC’H Guillaume, Médecine zoologique et santé de la faune sauvage
Mme MEYNAUD-COLLARD Patricia, Pathologie chirurgicale

Mme MILA Hanna, Elevage des carnivores domestiques

M. OTAVIANO DO REGO Renato, Chirurgie des animaux de compagnie
Mme PIERRON Alix, Pharmacie-Toxicologie

M:» VERGNE Timothée, Santé publique vétérinaire, maladies animales réglementées
Mme WARET-SZKUTA Agnés, Production et pathologie porcine

INGENIEURS DE'RECHERCHE l

AUMANN Marcel, Urgences, soins intensifs

AUVRAY Frédéric, Santé digestive, pathogénie et commensalisme des entérobactéries
CASSARD Hervé, Pathologie des ruminants

CROVILLE Guillaume, Virologie et génomique cliniques

me DIDIER Caroline, Anesthésie, analgésie

DELPONT Mattias, Clinique Aviaire

Mme DUPOUY GUIRAUTE Véronique, /nnovations thérapeutiques et résistances
Mme GAILLARD Elodie, Urgences, soins intensifs

Mme GEFFRE Anne, Biologie médicale animale et comparée

Mme GRISEZ Christelle, Parasitologie et maladies parasitaires

Mme JEUNESSE Elisabeth, Bonnes pratiques de laboratoire

Mme LAYSSOL-LAMOUR Catherine, Imagerie Médicale

Mme POUJADE Agnés, Anatomie pathologique vétérinaire

Mme PRESSANTI Charline, Dermatologie vétérinaire

M.  RAMON PORTUGAL Felipe, /nnovations thérapeutiques et résistances

M. REYNOLDS Brice, Médecine interne des animaux de compagnie

Mme ROUCH BUCK Pétra, Médecine préventive

Mme SAADA Chloé, Gestion intégrée de la santé des ruminants

=2z

Mise & jour le 23/07/2023



REMERCIEMENTS
— AUX MEMBRES DU JURY —

A Madame la Professeure Séverine BOULLIER
Professeure de I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse
Immunologie générale et médicale

Qui nous a fait ’honneur d’accepter la présidence de ce jury de thése,
Hommage respectueusx.

A Monsieur le Professeur Xavier NOUVEL
Professeur de I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse
Pathologie de la reproduction

Qui a treés aimablement accepté de faire partie de notre jury de these,
Sinceres remerciements.

A Madame la Docteure Hanna MILA
Maitre de conférence de I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse
Elevage des carnivores domestiques

Qui nous a confié ce sujet et guidé dans 1’¢laboration de ce travail,
Pour sa patience, sa gentillesse, son soutien et sa bonne humeur,
Qu’elle trouve ici la marque de ma reconnaissance,
Remerciements trés chaleureux.

A Monsieur le Docteur Quentin GARRIGUES
Technical Communication Scientist au sein de la société Affinity Petcare

Qui a trés aimablement accepté d’assister a notre soutenance de thése,
Pour ses conseils avisés et son encadrement,
Sinceres remerciements.

A Madame la Docteure Amélie MUGNIER
Ingénieure de recherche au sein de la sociét¢ LALLEMAND

Pour son aide précieuse, ses conseils et sa disponibilité,
Sinceres remerciements.






TABLE DES MATIERES

LISTE DES ANNEXES....utiniiiiinnicsnissesssnsssnssessssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssses 10
LISTE DES FIGURES .......cuuiiiinuininsinnissensisssissesssisssissssssesssssssssasssssssssssssssssssssassssssssssses 11
LISTE DES TABLEAUX ...cuiiniiniiinsnissenssessasssssssesssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 14
LISTE DES ABREVIATIONS.......couetumermmncsmmnscssmsssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssss 15
INTRODUCTION...uuiiuicnisuecssiesenssecssissasssnsssissssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 16
PARTIE 1 : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE..........ocevevrerrerressessessssessessssssssssesessesessens 18
I. Composition en immunoglobulines des sécrétions lactées...........ccoveeevueesercsnerccsnencnne 18
A- Définition du colostrum et du ait...........coceeviiiiiniiniiiiiceeeee e 18

B- Immunoglobulines contenues dans les sécrétions lactées.........ccoecvveevvveeeecieeenniinennns 18

| 51T - SRS 18

B 1T 1 PSSP 19

3. Evolution des concentrations en immunoglobulines pendant la lactation............. 20

I1. Réles immunitaires des sécrétions lactées chez le chiot........c.ccueevueevercecsuecsenseccnenens 21
A- La protection immunitaire 10Cale...........cceeviiiiriiieriiieeiieceee e 21

B- La protection immunitaire systémique : le transfert d’immunité passive................... 22

1. Enjeux du transfert d’ immunit€ PasSiVe.........ceceeeueerieriieeniienieeniieeireeesieeeesieeens 22

2. Modalités du transfert d’ immunit€ PasSIVe..........cecueerrierveereerieerienieeieenveereeens 23

a) Mécanismes d’absorption des IG.........cccvieviiiiiiiiiiiiieiie e 23

b) Fermeture de la barriére intestinale............cceeeeviiiriiiiniieeeiee e 23

3. Facteurs de variation du transfert d’ immunité passive..........cceeceeevueereeeciveeennnnn. 24

I11. Intéréts de la levure Saccharomyces boulardii dans I’espéce canine............cceeeueree. 25
A- Présentation de la levure Saccharomyces boulardii ..................ccovveveevevveevcuneannnn. 25

B- Intéréts pour 1a sant€ digeStiVe.......ccoueeiiieiiiiiiieiie et 25

C- Intéréts pour les performances reproducCtliCes. .......couervierieerieenieeieeeeiieeeeieee e 26
PARTIE 2 : ETUDE EXPERIMENTALE.......coitumermmnscnmsnscssesssssscssssssssssssssssssssessssssses 27
L. Objectifs de PPEtude.....uciervurierruricisnicssnnisssanicssanicssnnsssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssnns 27
I1. Matériel et MEthOeS.......uccueeeuiinuiisniiniiitiinnennecnticsenissecssecssiesssssssssssesssseesssssssssssenes 27
A= POPUIATION. ....eciiiieiiie ettt ettt e et e et e e e b e e e aaeestaeesnsaeeeesnraaaeens 27

L CRICIINES. ...ttt ettt ettt sb e sttt e sateesateeeanees 27

2 CRIOES .ttt ettt et b et et a et s n e be e s nneeenee 28

B- Supplémentation €n LEVUIE..........cceveiiiieiiiieieeeeeee e raeae s 28
C-DONNEES CHNIQUES. ... .eeevrieeiiieeitieeiteeeieeeeteeesteeessteeestreesssseessaeesssseessseeesssesesnsssseeens 28

L CRIBIINES. c.. vttt ettt ettt et sbe et sbe et et sae e e baeen 29



2 CRIOTS ettt ettt e e ee e e e et e e e a e a—eeaaa—————————————————————————— 30

D= PrEIEVEIMENLS. ..c..eenieiiieiieiieieeiet ettt ettt sttt ettt ettt esae e 30
E- Dosage des immunoglobulings.............occvviiiiieiiiieniie e 31
1. Protocole de dOSage. .......c.eeiiiiiieiiieiieeie et 32

2. Répétabilité de 1a mEthode............cooiiiiiiiiiiiiiie e 35

F- ANAlySes StAtISTIQUES. ...ccueeriieiiieeiieitieeieeieeeieeieeeteeteeseaeesaeeseseesseessseensaesssaeessnseennns 35
1. Analyse StatiStIQUE UNIVATICE.......c.ueerruiieeriieeeiieeeiireesieeesieeesereeessaeesseeesseeesnseeensnes 35

2. Analyse statistique MUItIVATIEE. ........eeevuiieeiiieciieeeie et e e e eaaaeee s 36

a) Choix des variables d INtEIEL...........ccuiiiiiiieiieeciie e 36

D) MOARIES STAtISTIQUES. ... veerereeiieiieeiieriieeteesiee et esteeeteesteeebeesteesseesseeenseesnseeenns 36

ITL. RESUIEALS...ucnneeireiieiiniiiiicniineinninseecsessnesssesssesssnsssssssesssssessessssssssessssssssssssssssssanssnns 40
A- Description de 1a population...........cc.eecuieeiiieeiiieeiiieee e e 40
L CRICIINES. ..ttt ettt et ettt et sbe et et sbe et s sae e e b ens 40

2 CRIOES .ttt ettt et b et et a et s n e be e s nneeenee 43
B- Concentration en immunoglobulines............cceecvieeiiieeiiieniieeeiieeeee e e 45
1. IgG dans le sérum des ChIENNES..........c.cccocviieiiiieiiieecieeeee et 45

) A 28 JOUTS dE ZESAION. ........voveeeeeeeeeeeeeeeeee e 45

D) A 56 JOUTS dE ZESALION. ... 45

¢) Evolution de la concentration sérique en IZG...........ooeeueveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereend 46

2. Immunoglobulines dans le coOloStrum.............cocueeiiiiiiiiieniieee e 47

Q) LZG ettt e et e e e nbeeeeanee 47

D) LA et ettt ettt e et eeaeeea 47
3.IgA daNS 1€ A1t ...ciceiiecieceeee e e e 48

4. Evolution de la concentration en IgA dans les sécrétions lactées..............o........... 48

5. IgG dans le sérum des ChIOLS.........ocueiiiieriieiiieie et 49
C- Corrélations entre les concentrations en immunoglobulines.............c.ccccveeervieenne. 50

D- Effets de la supplémentation en levure sur les concentrations en immunoglobulines

......................................................................................................................................... 51
1. IgG dans le sérum des Chiennes...........cceeviieriieriienieeiieee e 51

) A 28 JOUTS dE ZESAION. ........voveeeeeeeeeeeeee e 51

D) A 56 JOUTS dE ZESALION. ... 52

¢) Evolution de la concentration sérique en IZG............coovveveevereeeeereeeserereeenennd 54

2. Immunoglobulines dans le COlOStIrUML..............cocuieviiriiirieeiieiece e 57

Q) LZG e ettt e e et ee e e enntaeeens 57

[0 10 S SRR PRSP 59



3. IA dans 1€ 1aIt..c..ceeiieiiieiieee e 60

4. IgG dans le sérum des ChIOLS.........cccuieriieeiieiieeiieie ettt e eeee e eraee e 63

IV. DiSCuSSion €t PerSPECtiVES....ueiicrissericsissnrnecsssnsecsssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 67
A-LImites de PPEtUAE. .....ooeiiiiieiiee e e 67

L. La POPUIALION. ...ttt ettt ettt ettt e e e eeeeneaeeens 67

2. Le délai de prélévements apres 1a mise-bas.........cceeeeveerueeeieeniieniieenieenieeiee e 67

3. Les immunoglobulines non dOSEES...........cevueeiriieeiiieeiieeeiieeeieeesiee e evreee e e 68

4. Posologie de la supplémentation en 1eVUre...........ccceeeeviieeeciiieniieeciee e 68

Bm RESUIALS. ...ttt ettt ettt et 69

1. Concentration en immunoglObULINES..........cccuevviieriieiiienieeieerie e e 69

a) [gG dans le sérum des Chiennes...........cceevviieiiieeiiieeieeceeecee e 69

b) Immunoglobulines dans les sécrétions 1actées..........ccovvverreeniiieiiiiieenniiieeee. 69

TR £ OSSP S PP PPPTPPPPP 69

T LZA e et et e b e e et e e e e e e eeeeean 70

c) IgG dans le s€rum des ChiOtS.......c.uieeiiiiciieeciie e 71

2. Liens entre les concentrations en immunoglobulines...........c.cccooeeeeniiieiniieennnee.. 71

a) IgG dans le sérum des chiennes et dans le colostrum..........cccceeeveevieerierennnen.. 71

b) IgG et IgA dans le COLOSLIUML........ccceeeciieriiiiiieiecieeee e 72

c¢) IgA dans le colostrum et dans le lait............cccoueeeiiiieiiieiiiieeeee e 72

d) IgG dans le colostrum et dans le sérum des chiots..........ccoeoeevieriiiiiniieenninen. 73

e) IgG dans le sérum des chiennes et des Chiots..........ccceeeiieiieniiieeniiiieeriiee e, 73

3. Facteurs de variation des concentrations en immunoglobulines..............c..c.......... 74

a) Le fOrmat 1aCial........cccuiiieiiieciieee e e s 74

b) La taille de POTLEE.......ccccuiieeiiiecee et 75

C) L’age de 1a Chienne..........cociiiiiiiiieiieieeeeee e 75

d) La note d’état COrPOTEL......cc.eeviieiiiieiieiieeieeiieee ettt 76

4. La supplémentation €N I€VUIE.........ceeriiieiiieeiieeie ettt ee e e e saaeee s 76

Cm P OIS PECIIVES. .. euevieeiiieeiteeeitee ettt e ettt e et e e et e e ste e e et e e sabaeesssaeeessaeesssaaeassssaaeaeeesnsssaeaens 78
CONCLUSION .79
BIBLIOGRAPHIE......cucoiiininnnnnnnisnisisississsssssssssssssssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 80
ANNEXES . ...utiiiiiniininsunsenssissaissesssisssissssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 90



LISTE DES ANNEXES

ANNEXE 1 : Article de Garrigues et al. (2024)........oooiiiiiiiieiieie e 90
ANNEXE 2 : Protocole d’alimentation des chiennes et des chiots...........ccoceeverierieneenenne 108
ANNEXE 3 : Conditions d’hébergement des chiennes et des chiots..........cccceeveeriieeininennn. 109
ANNEXE 4 : Protocole de vaccination et de vermifugation............ccccveeeeveeeiieeeieeeenieeeeennns 110
ANNEXE 5 : Protocole rédigé des dosages ELISA........ccccooiiiiiiiiiniiiiccecceceecee 111
ANNEXE 6 : Exemple de courbe-étalon obtenue avec le kit ELISA IgA de chez Bethyl Lab.,

MONEZOMETY, USA .. ...ttt ettt e et e e et e e s st eeetaeesnseeesnseeaeeennssaeeeeeas 120
ANNEXE 7 : Récapitulatif des résultats des modeles statistiques .........cccecveeeeveeerveeennnennn. 121

10



LISTE DES FIGURES

Figure 1 : Proportions moyennes des différentes classes d’immunoglobulines contenues dans
le colostrum (24 heures aprés la mise-bas) et dans le lait (7 jours aprés la mise-bas) de la
chienne d’apres les données disponibles dans la [itterature ...........cceeevveeecieeecieeeciieee e, 18

Figure 2 : Evolution de la concentration en IgG au cours de la lactation (d’aprés Albaret,

1 () ) TSRS 20
Figure 3 : Proportions d'IgG et d'IgA dans les sécrétions lactées de la chienne au cours de la
lactation (d’apres AIDAret, 2016)......c.cooiieiiiiiiieiieeieee ettt st en 21
Figure 4 : Placentation endothéliochoriale dans I’espéce canine (d’aprés Senger, 2012)....... 22
Figure 5 : Schéma des réactions moléculaire lors d’ELISA « sandwich ».........cccccceveueenneenne. 31
Figure 6 : Photographie d’une plaque ELISA au début du temps de révélation...................... 34
Figure 7 : Photographie d’une plaque ELISA a la fin du temps de révélation........................ 34

Figure 8 : Photographie d’une plaque ELISA apres arrét de la révélation a 1’acide sulfurique

Figure 11 : Diagramme de flux de la population des chiots.........c.cccceveeniniiiniiicnienieee 43

Figure 12 : Répartition des chiennes selon la concentration en IgG (en g/L) dans leur sérum a
28 jours de geStation (INT30).......ccccurieriieeiieeeieeeeeeeteeeree et e e ee e streeeaseessaeessaeesnsaeessaaeeens 45

Figure 13 : Répartition des chiennes selon la concentration en IgG (en g/L) dans leur sérum a
56 jours de @estation (IN=30)......ccccuieriiiiiieiieiie ettt ettt eteesaaeebeessresbeesaaeenseensnesnseeens 45

Figure 14 : Boites a moustaches représentant la concentration en IgG (en g/L) dans le sérum
des chiennes au 28¢éme (J28) (N=36) et au S6eéme (J56) (N=36) jour de gestation.................. 46

Figure 15 : Répartition des chiennes selon la différence de concentration en IgG (en g/L)
dans leur sérum entre le 28&me (J28) et le 56¢me (J56) jour de gestation (N=36).................. 46

Figure 16 : Répartition des chiennes selon la concentration en IgG (en g/L) dans leur
COLOSTIUM (INT36).....eeeetiieeiie ettt ettt e e et e e et e e sttt e e taeeesaeeesaeesnsaeesnsseesssaeensseeeesennsnees 47

Figure 17 : Répartition des chiennes selon la concentration en IgA (en g/L) dans leur
COLOSEIUM (INT360).....eeeeeiiieiee ettt et e ettt e et e e eta e e e taeeetaeeenaaeeeaseeeaaseeeeeennees 47

Figure 18 : Répartition des chiennes selon la concentration en IgA (en g/L) dans leur lait

11



Figure 19 : Boites a moustaches représentant la concentration en IgA (en g/L) dans le
colostrum (N=34) et le lait (N=34) des Chiennes..............ccceeeiieriiieeiiieeiee e 48

Figure 20 : Répartition des chiots selon la concentration en IgG (en g/L) dans leur sérum

Figure 21 : Corrélation linéaire entre la concentration en IgG (log, en g/L) et la concentration
en IgA (log, en g/L) dans le colostrum (N=35).......cccceviiiiiiiiieiiiecieeeee e 51

Figure 22 : Corrélation linéaire entre la concentration en IgA (log, en g/L) dans le colostrum
et la concentration en IgA (log, en g/L) dans le lait (N=34).......ccceeviiriiniiinieeieeiiee e 51

Figure 23 : Boites a moustaches représentant la concentration en IgG (en g/L) dans le sérum
des chiennes a 28 jours de gestation selon qu’elles seront supplémentées en levure ou non

Figure 24 : Boites a moustaches représentant la concentration en IgG (en g/L) dans le sérum
des chiennes a 28 jours de gestation selon leur format racial (N=36)..........ccccceevevvrireeernnnne. 52

Figure 25 : Boites a moustaches représentant la concentration en IgG (en g/L) dans le sérum
des chiennes a 56 jours de gestation selon qu’elles sont supplémentées en levure ou non

Figure 26 : Boites a moustaches représentant la concentration en IgG (en g/L) dans le sérum
des chiennes a 56 jours de gestation selon la taille de la portée et la supplémentation en levure

Figure 27 : Boites a moustaches représentant la différence de concentration en IgG (en g/L)
dans le sérum des chiennes entre 28 (J28) et 56 jours (J56) de gestation selon qu’elles sont
supplémentées en levure ou NON (N=36)........ccceeriiiiiiiiiiiiie ettt eee e see e e e sreeeees 54

Figure 28 : Boites a moustaches représentant la différence de concentration en IgG (en g/L)
dans le sérum des chiennes entre 28 (J28) et 56 jours (J56) de gestation selon leur format
racial et la supplémentation en 1evure (N=30).......ccccceciiiriiieriieeciie et 55

Figure 29 : Boites a moustaches représentant la différence de concentration en IgG (en g/L)
dans le sérum des chiennes entre 28 (J28) et 56 jours (J56) de gestation selon la variation
d’¢état corporel et la supplémentation en levure (N=360)........ccccceeeriiiiniieeniiiiiee e 56

Figure 30 : Boites a moustaches représentant la différence de concentration en IgG (en g/L)
dans le sérum des chiennes entre 28 (J28) et 56 jours (J56) de gestation selon la taille de la
100 L TSTS N G 1) PSSP 57

Figure 31 : Boites a moustaches représentant la concentration en IgG (en g/L) dans le
colostrum des chiennes selon qu’elles sont supplémentées en levure ou non (N=35)............. 57

Figure 32 : Boites a moustaches représentant la concentration en IgG (en g/L) dans le
colostrum des chiennes selon leur format racial (N=35)......ccccccoeviiiriiiiiiieniiiiee e, 58

Figure 33 : Boites a moustaches représentant la concentration en IgG (en g/L) dans le
colostrum des chiennes selon leur 4ge (N=35)......cccciiriieiiiiiieieeie e 58

12



Figure 34 : Boites a moustaches représentant la concentration en IgA (en g/L) dans le
colostrum des chiennes selon la supplémentation en levure (N=36).........cccceeevvererivrreeennnnnn. 59

Figure 35 : Boites a moustaches représentant la concentration en IgA (en g/L) dans le
colostrum des chiennes selon leur format racial (N=36)..........ccccueiveiiiiiiieeiiiiee e 59

Figure 36 : Boites a moustaches représentant la concentration en IgA (en g/L) dans le
colostrum des chiennes selon leur 42 (N=36).........ccceeriiririieeeriieeiee e e 60

Figure 37 : Boites a moustaches représentant la concentration en IgA (en g/L) dans le lait des
chiennes selon qu’elles sont supplémentées en levure ou non (N=34).......ccccceevverieevienrnnnnns 60

Figure 38 : Boites a moustaches représentant la concentration en IgA (en g/L) dans le lait des
chiennes Selon 1eUr 4ZE (IN=34)......cccoiiiiiieeeiie ettt et e et e et e e e nae e s aeeeennens 61

Figure 39 : Boites a moustaches représentant la concentration en IgA (en g/L) dans le lait des
chiennes selon leur format racial (IN=34).........ccoviiiiiiiiiiiieceeeeee e e 61

Figure 40 : Boites a moustaches représentant la concentration en IgA (en g/L) dans le lait des
chiennes selon leur état corporel au 56eme jour (J56) de gestation (N=34)........cccceevvveeeennnnne. 62

Figure 41 : Boites a moustaches représentant la concentration en IgG (en g/L) dans le sérum
des chiots selon que leur mere est supplémentée en levure ou non (N=240)...........cceeeeueeennne 63

Figure 42 : Boites a moustaches représentant la concentration en IgG (en g/L) dans le sérum
des chiots selon que leur mere est supplémentée en levure ou non et selon leur format racial
Figure 43 : Proportion de chiots (en %) en déficit de transfert d’immunité passive (TIP) selon

que leur mere est supplémentée en levure ou non (N=235).......ccccceerviiiriiieeiiieeiiee e 65

Figure 44 : Proportion de chiots (en %) en déficit de transfert d’immunité passive (TIP) selon
que leur mere est supplémentée en levure ou non et selon leur format racial (N=235)............ 65

Figure 45 : Boites a moustaches représentant la concentration en IgG (en g/L) dans le

colostrum des chiennes selon que leurs chiots sont en déficit de transfert d’immunité passive
(TTP) OU NON (INT235). ettt ettt ettt ettt et e st e et e enbe e seeenbeenseeeenseeeennseeaans 66

13



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1 : Origine des immunoglobulines dans les sécrétions lactées (d’aprés Tizard, 2018)

............................................................................................................... 19
Tableau 2 : Nombre de chiots nés définissant les catégories de taille de portée rapportée au
format racial des ChIENNES.........cc.eiiiiiiiiiiiieie et ettt e 29
Tableau 3 : Dilutions des échantillons appliquées dans notre étude..........cccccecvevervenieenncnnn 32
Tableau 4 : Répartition des échantillons et des standards sur une plaque ELISA................... 33
Tableau 5 : Coefficients de variation des plaques ELISA.........ccccoiiiiniiniiniiiniececee, 35

Tableau 6 : Mod¢les statistiques appliqués aux concentrations en IgG dans le sérum des
CRIBTINES. ...ttt ettt ettt 37

Tableau 7 : Mod¢les statistiques appliqués aux concentrations en Ig dans les sécrétions
1aCtEeS dES CRICIINES. .. .ccuviiiiiiieiciiie ettt et e et e et e et e e etaeeeaaeeesaeeessaeesaneeenns 38

Tableau 8 : Mod¢les statistiques appliqués aux concentrations en IgG dans le sérum des
CRIOES. ..ttt sttt s 39

Tableau 9 : Caractéristiques des groupes de chiennes « Témoin » et « Levure » (N=36) ...... 42
Tableau 10 : Caractéristiques des groupes de chiots « Témoin » et « Levure » (N=240)....... 44

Tableau 11 : Corrélations entre les concentrations en immunoglobulines dans les différentes
TTIALTICES. 1o euvvveeureeesereeestreeeetseeeesseeesseeassseesssaeesssesessseeeassasesseeanssaeensseeensseeanssaesnsseasnsssaeeeeasssseaaenns 50

Tableau 12 : Effectifs et races inclus dans différentes études s’intéressant a la
supplémentation en pré- ou probiotiques et aux facteurs de variation du transfert d’immunité
passive ou des concentrations en immunoglobulines dans les sécrétions lactées — Synthése
DIDIIOGIAPNIQUE. .....eeevieeiiieiieciie ettt ettt et e e bt e e e e bt e erbeesbeeesbaeesnsaeesnsseeeenneeas 67

Tableau 13 : Variabilit¢ inter-individuelle de la concentration moyenne en IgG dans le
colostrum de différentes études — Synthese bibliographique...........coceveeviiriinieiiiniienicenieenn. 70

Tableau 14 : Concentration en IgA (en g/L, moyenne + écart-type) dans les sécrétions lactées
de chiennes — Synthése bibliographique...........cceeevieiiiiiiieiiieieeee e 70

Tableau 15 : Concentration en IgG (en g/L, moyenne =+ écart-type) dans le sérum des chiots a
2 jours de vie — Synthese bibliographique...........coceeveriiiiiiiiiiniiiice e 71

Tableau 16 : Prévalence de chiots en déficit de transfert d’immunité passive (TIP) (en %) —
Synthese DIbHOZraPRIGUE........ccviiiiiiiieiiecie ettt ettt e b e s saeebaesebeeeessaaeenes 71

14



LISTE DES ABREVIATIONS

- ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
- FAO : Food and Agriculture Organization
- FcRn : neonatal FcReceptor

- GALT: Gut Associated Lymphoid Tissue
- Ig : immunoglobulines

- IgA : immunoglobulines de classe A

- IgG : immunoglobulines de classe G

- IgM : immunoglobulines de classe M

- IgY : immunoglobulines de classe Y

- NEC : Note d’Etat Corporel

- OMS : Organisation Mondiale de la Santé
- SB : Saccharomyces boulardii

- TIP : Transfert d’Immunité Passive

- UFC : Unité Formant Colonie

15



INTRODUCTION

Malgré les progreés considérables faits en médecine vétérinaire et notamment dans le
domaine de la néonatalogie, le taux de mortalit¢é néonatale demeure élevé dans 1’espece
canine avec pres de 1 chiot sur 10 né-vivant mourant avant ses 21 jours (Mugnier et al.,
2018). La survie des chiots pendant la période néonatale (de la naissance a 21 jours de vie) est
notamment conditionnée par la prise du colostrum (défini comme les sécrétions lactées
produites pendant les deux premiers jours post-partum (Chastant et Mila, 2019)) puis du lait.
Ces sécrétions lactées contenant des immunoglobulines majoritairement de classe G (IgG) et

de classe A (IgA) sont primordiales pour assurer la protection immunitaire des chiots.

Ces derniers naissant quasiment agammaglobulinémiques, 1’ingestion du colostrum
permet tout d’abord d’y remédier en transférant les IgG de la mére au chiot. Ce dernier
acquiert une immunité humorale systémique transitoire le temps que son systéme immunitaire
devienne efficace : on parle de transfert de I’'immunité passive (TIP). Ce transfert s’achéve
lorsque la muqueuse intestinale du chiot devient imperméable aux immunoglobulines soit

entre 12 et 16 heures apres la mise-bas (Chastant-Maillard et al., 2012).

Ensuite, méme si les immunoglobulines du lait ne passent pas la barriére intestinale, elles
jouent tout de méme un réle immunitaire local (dans le tube digestif) et participent donc a la
protection immunitaire du nouveau-né. Ainsi, une partie des immunoglobulines de classe A
ingérée par le chiot participe a I’immunité mucosale de la sphére oropharyngée (Salmon et al.,
1999) tandis que 1’autre partie est responsable de la protection intestinale du chiot. Les IgG
assurent également une immunité intestinale locale (Quigley et al., 2004) mais elles sont

davantage sensibles a la protéolyse (Heddle & Rowley, 1975).

Sachant que la teneur en immunoglobulines du colostrum et du lait est primordiale pour
la santé du nouveau-né, une stratégie pour diminuer la mortalité néonatale dans I’espece
canine consisterait a améliorer la qualité immunologique des sécrétions lactées et le TIP chez
le chiot. Une des pistes possible pour augmenter ces concentrations en immunoglobulines est
la supplémentation maternelle avec des pré- ou probiotiques : les résultats sont encourageants
(Adogony et al., 2007, Alonge et al., 2020) mais la recherche sur ce point précis est encore
trop peu développée. Cette thése a donc pour objectif d’étudier les effets d’une
supplémentation en levure Saccharomyces boulardii (SB) chez la chienne durant la gestation
et la lactation, sur la concentration en immunoglobulines dans le colostrum et dans le lait et

sur le TIP du chiot.

La premicre partie de ce travail repose sur une synthése bibliographique permettant de

rappeler la composition en immunoglobulines des sécrétions lactées ainsi que le processus de
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TIP. Nous nous intéresserons également aux principaux intéréts actuels de I’'usage de SB dans

I’espéce canine.

La deuxieme partie est consacrée a une étude expérimentale menée sur 36 chiennes
supplémentées ou non en levure SB dont nous avons comparé les concentrations sériques en
IgG a deux moments de la gestation ainsi que les concentrations en IgG dans le colostrum et
les concentrations en IgA dans le colostrum et dans le lait. La qualité du TIP de 240 chiots
issus de ces chiennes a également ét€¢ analysée en dosant leur concentration sérique en IgG a
deux jours de vie. L’influence d’autres facteurs que la supplémentation en probiotiques (la
taille de portée, le format racial, I’age des chiennes...) sur les concentrations en

immunoglobulines a été prise en compte dans notre étude.
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PARTIE 1 : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I. Composition en immunoglobulines des sécrétions lactées

A- Définition du colostrum et du lait

Le colostrum est la premiére sécrétion lactée produite par la glande mammaire de la
chienne apres la mise-bas et plus précisément pendant les deux premiers jours post-partum
(Chastant et Mila, 2019). D’un point de vue physique, le colostrum est décrit comme jaunatre
et plus dense, plus visqueux et plus €pais que le lait (Serieys, 1993). Si la différence de
composition nutritionnelle avec le lait ne fait pas consensus (Adkins et al., 2001, Chastant et
Mila, 2016 ; Martin, 2024), le profil immunologique du colostrum est bien caractéristique : il
est particuliecrement riche en immunoglobulines qui représentent entre 20 et 37% des
protéines qu’il contient (Norcross, 1982 ; Bebiak et al., 1987 ; Schifer-Somi et al., 2005,
Chastant-Maillard et al., 2010). De plus, la proportion des classes d’immunoglobulines différe

entre les deux sécrétions mammaires (figure 1).
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Figure 1 : Proportions moyennes des différentes classes d’immunoglobulines
contenues dans le colostrum (24 heures apres la mise-bas) et dans le lait (7 jours aprés

la mise-bas) de la chienne d’aprés les données disponibles dans la littérature
(Heddle et Rowley, 1975 ; Schifer-Somi et al., 2005 ; Bertieri, 2012 ; Albaret, 2016 ; Alonge et al., 2020)

B- Immunoglobulines contenues dans les sécrétions lactées

Dans les sécrétions lactées de la chienne, seules les IgG, les IgA et les IgM sont
dosables (Chastant-Maillard et al., 2017). La proportion en IgM étant faible dans le colostrum

et dans le lait (figure I), nous allons nous intéresser uniquement aux IgG et aux IgA.

1. Les IgG

Les IgG sont les immunoglobulines majoritaires dans le sérum canin dans lequel leur

concentration varie entre 8 et 25 g/L chez un individu adulte (Bouchard et al., 1992 ;
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Poffenbarger et al., 1991). Elles constituent également la majorit¢ des immunoglobulines

présentes dans le colostrum (figure 1).

Sous I’influence de la progestérone et des cestrogenes en fin de gestation, les IgG sont
activement transférées du sérum de la mere vers les glandes mammaires (tableau 1) grace aux
récepteurs FcRn (neonatal FcReceptor) localisés sur les cellules épithéliales de ces glandes.
Ils captent les IgG de la circulation sanguine au niveau du pole basal de la cellule puis les IgG
sont internalisées et rélarguées au niveau du pdle apical dans la lumiere alvéolaire de la
glande mammaire (Tizard, 2018). Le colostrum se retrouve alors fortement concentré en IgG
atteignant des teneurs 3 a 4 fois supérieures aux concentrations sériques maternelles (Claus et
al., 2006 ; Mila et al., 2015). En toute fin de gestation lorsque les jonctions serrées se
relachent, les IgG passent également par voie para-cellulaire, entre les cellules épithéliales

(Klopfenstein et al., 2002 ; Abdou et al., 2012) mais ce mécanisme de sécrétion reste minime.

A la différence du colostrum, les IgG du lait sont principalement issues d’une synthése
locale par le tissu lymphoide mammaire (tableau 1) (Tizard, 2018).

Tableau 1 : Origine des immunoglobulines dans les sécrétions lactées (d’aprés Tizard, 2018)

Origine

Circulation sanguine 100 % 30 % 50 % 10 %
Synthése locale 0% 70 % 50 % 90 %

2. Les IgA

Bien que présentes en petite quantité dans le sérum des chiennes a raison de 0,2-1,5 g/L
(Tizard, 2018), les IgA constituent la deuxiéme population d’immunoglobulines dans le

colostrum et la premiére dans le lait en terme de concentration (figure 1).

La moitié¢ des IgA contenue dans le colostrum provient de la circulation sanguine selon un
mécanisme analogue a celui des [gG. Néanmoins, contrairement aux IgG, les IgA se lient a un
récepteur polymérique spécifique, également appelé composant sécrétoire : elles deviennent
alors des IgA sécrétoires qui sont protégées de ’action des protéases intestinales du chiot

(Tizard, 2018).

L’autre moitié des IgA est issue d’une synthése intra-mammaire effectuée par les cellules
« IgA producing plasma cell population » situées sous la couche épithéliale de la glande
mammaire (Spencer et al., 2007). Ce sont ces mémes « plasma cells » qui assurent la majorité

de la synthése des IgA (et des IgG) présentes dans le lait (tableau 1).
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3. Evolution des concentrations en immunoglobulines pendant la lactation

Comme nous ’avons vu, pendant les quarante-huit premiéres heures apres la mise-bas,
les 1gG constituent les immunoglobulines dominantes des sécrétions lactées produites par la
chienne. Puis, a partir du troisieme jour de lactation, la composition des sécrétions

mammaires est drastiquement modifiée : nous ne parlons alors plus de colostrum mais de lait.

En effet, au cours de la lactation, la concentration en IgG dans les sécrétions lactées chute
considérablement : une diminution de prés de 75% est observée entre les heures suivant la
mise-bas et le troisiéme jour de lactation (figure 2) (Albaret, 2016). Ce passage de la phase
colostrale a la phase lactée s’explique par une diminution de 1’expression du récepteur FcRn
au niveau de I’épithélium mammaire et par une translocation de ces récepteurs vers le pole
apical des cellules épithéliales entrainant une réabsorption des IgG depuis le colostrum (Kuo

et al., 2010). Enfin, la fermeture des jonctions serrées bloque le transfert para-cellulaire des

IgG (Jones et Spencer, 2007)
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Figure 2 : Evolution de la concentration en IgG au cours de la lactation

(d’apres Albaret, 2016)

753 échantillons appartenant a 53 chiennes ont été analysés.
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Quant a la concentration en IgA, elle demeure stable au cours de la lactation (Bertieri,
2012). Néanmoins, la proportion d’IgA augmente au détriment des IgG : a partir du troisiéme
jour post-partum, les IgA dominent dans le lait (Heddle et Rowley, 1975 ; Albaret, 2016 ;
Schéfer-Somi et al., 2005) (figure 3).
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Figure 3 : Proportions d'IgG et d'IgA dans les sécrétions lactées de la chienne au

cours de la lactation (d’aprés Albaret, 2016)

753 échantillons de colostrum et de lait appartenant a 53 chiennes ont été analysés.

Les IgG et les IgA présentes dans les sécrétions lactées sont d’une importance cruciale
pour assurer la survie des chiots : elles sont le socle de leur immunité systémique (IgG) et

locale (IgG et IgA).

I1. Roles immunitaires des sécrétions lactées chez le chiot

A- La protection immunitaire locale

Le chiot nouveau-né ne dispose pas de barrieres physiologiques fonctionnelles
contrairement au chien adulte. D’un point de vue digestif, son microbiote intestinal est pauvre
et la production d’acide gastrique est quasi-nulle ce qui diminue grandement la protection face

aux agents infectieux du tractus gastro-intestinal (Pereira et al., 2023).

Les IgG et les IgA ingérées avec les sécrétions lactées permettent de pallier ce défaut de
défense immunitaire digestive. En effet, dans la lumiére intestinale du chiot, elles participent a
I’opsonisation des bactéries pathogénes, a la neutralisation virale et contribuent a la

présentation d’antigénes aux globules blancs (Tizard, 2018).

Les IgA et les IgG n’ont pas le méme poids dans I’'immunité locale : associées a leur
composant sécrétoire, les IgA subissent moins 1’effet des protéases digestives que les IgG
(Heddle & Rowley, 1975). De plus, les IgA absorbées par I’intestin du chiot tant qu’il est
perméable, se retrouvent rapidement excrétées au niveau des muqueuses respiratoires. Elles

protégent ainsi a la fois les sphéres digestive et respiratoire du nouveau-né (Salmon et al.,
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2009). Les IgG ont, quant a elles, un réle primordial dans I'immunité systémique du chiot que

nous allons maintenant décrire.

B- La protection immunitaire svstémique : le transfert d’immunité passive

1. Enjeux du transfert d’ immunité passive

La période néonatale, s’étendant entre la naissance et les trois premicres semaines de vie
(Indrebe et al. 2007), est une phase critique pour le chiot. En effet, le taux de mortalité
néonatale en prenant en compte la mortinatalité (les chiots morts-nés) atteint pres de 20 %
dans I’espece canine (Mila, 2015). La grande majorité des déces se produit pendant les sept

premiers jours de vie (Brévaux, 2018).

La premiere cause de mortalité néonatale identifiée chez le chien sont les maladies
infectieuses (Nielen et al., 1998). L’efficacité de la lutte du systéme immunitaire du nouveau-
né contre ces maladies est directement soumise a la prise colostrale. En effet, les chiots ne
disposant pas assez d’IgG dans leur sérum a deux jours de vie (en-dessous de 2,3 g/L) ont un
risque de mortalité néonatale plus élevé (Mila et al., 2014) car ils ne sont pas capables de

lutter efficacement contre les infections.

Le nouveau-né possede un systéme immunitaire immature. La concentration sérique en
immunoglobulines d’environ 0,3 g/L est notamment infime et fait du chiot un individu
agammaglobulinémique a la naissance (Chastant et al., 2012). Cela s’explique par un transfert
limité, de "ordre de 5%-10%, des immunoglobulines de la chienne a travers le placenta
pendant la gestation (Chappuis, 1998 ; Dall’Ara et al., 2015). Les quatre couches cellulaires
formant la placentation zonaire endothéliochoriale de la chienne limitent fortement le passage

des anticorps maternels dans le systéme vasculaire foetal (figure 4).

Endotheliochorial
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Figure 4 : Placentation endothéliochoriale dans I’espéce canine (d’apreés Senger, 2012)
1 : capillaire endométrial, 2 : interstitium endométrial, 3 : épithélium chorionique,
4 : interstitium chorionique, 5 : capillaire chorionique
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Ainsi, la survie du chiot nouveau-né¢ dépend de I’immunité maternelle qu’il acquiert en
ingérant le colostrum. Ce transfert de I’immunité passive permet d’obtenir une concentration
sérique en IgG de I'ordre de 6-16 g/L chez le chiot a deux jours de vie, dont 85 a 95% sont
d’origine colostrale (Pollock & Carmichael, 1982 ; Poffenbarger et al., 1991 ; Schéfer-Somi et
al., 2005 ; Greene & Schultz ; 2006 ; Day, 2007 ; Chastant-Maillard et al., 2012).

2. Modalités du transfert d’immunité passive

a) Mécanismes d’absorption des IeG

Une fois ingérées par le chiot, les IgG sont d’abord soumises a I’action des protéases
digestives. Néanmoins, ces protéases sont encore peu efficaces et les IgG en sont protégées
grace aux antitrypsines présentes en grande quantité dans le colostrum (Levieux & Ollier,

1999). Elle sont ensuite absorbées au niveau de I’intestin gréle selon trois mécanismes.

Le premier est spécifique et fait appel aux récepteurs FcRn exprimés a la surface des
entérocytes (Tizard, 2018) : les IgG, apres s’étre fixées sur ces récepteurs, sont vacuolisées
par pinocytose puis relarguées depuis le pole basal des entérocytes directement dans les
capillaires intestinaux ou dans les canaux lymphatiques intestinaux avant de rejoindre la

circulation sanguine générale.

La deuxiéme voie d’absorption des IgG est non spécifique : elles peuvent traverser
librement I’épithélium intestinal en passant entre les entérocytes dont les jonctions sont

encore laches chez le chiot nouveau-né (Chastant-Maillard et al., 2017).

Enfin, elles sont également internalisées par les entérocytes avec d’autres
macromolécules présentes dans la lumicre intestinale grace a un processus de macro-
pynocytose. C’est ce dernier mécanisme non-spécifique d’absorption qui serait dominant chez

le chiot (Westrom et al., 2020).

b) Fermeture de la barriére intestinale

Le TIP n’est possible que pendant une courte fenétre de temps apres la naissance. En
effet, dés la mise-bas, le tractus digestif du chiot commence sa maturation : la bordure en
brosse de I’épithélium intestinal se développe et les entérocytes aux propriétés d’endocytose
ultra-développées sont remplacés par des entérocytes davantage imperméables et n’exprimant
plus le récepteur FcRn, les jonctions serrées se mettent en place entre les cellules épithéliales
intestinales et, enfin, les enzymes digestives deviennent fonctionnelles (Westrom et al., 2020 ;

Chastant-Maillard et al., 2017).
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Ainsi, la capacité d’absorption intestinale des IgG se retrouve divisée par deux 4 heures
post-partum alors qu’elle n’est déja que de 40 % a la naissance. Puis, c’est entre 12 et 16
heures apres la mise-bas, que I’intestin du chiot devient entierement imperméable (Chastant-

Maillard et al., 2012).

3. Facteurs de variation du transfert d’immunité passive

Le TIP est primordial pour le nouveau-né mais une grande variabilité des concentrations
sériques en IgG est observée chez des chiots appartenant pourtant a une méme portée (Mila et
al., 2015). Ces disparités dans le transfert d’immunité passif s’expliquent par trois grands
facteurs.

Facteur de variation temporel
Tout d’abord, le moment auquel s’effectue I’ingestion du colostrum est déterminant : d’une
part, I’absorption intestinale des IgG doit étre possible avec une barricre intestinale ouverte et,
d’autre part, la quantit¢é d’IgG dans le colostrum doit étre suffisante sachant que leur
concentration chute trés rapidement post-partum (voir le paragraphe 1.B-3, page 20).

Facteur de variation quantitatif
De plus, la quantité de colostrum ingérée influe sur le TIP. Elle dépend entre autres du
comportement de tétée du chiot notamment du nombre de tétées pendant le premier jour de
vie et de la durée des tétées (Viaud, 2018).

Facteur de variation qualitatif
Enfin, le TIP est conditionné par la qualit¢ immunologique du colostrum produit par la mére.
La concentration colostrale en IgG varie grandement d’une mamelle a une autre (Mila et al.
2015), et d’une chienne a une autre: selon les études, un facteur 4 a 20 sépare les

concentrations extrémes en IgG dans le colostrum (Aggouni, 2016 ; Viaud, 2018).

Afin d’améliorer la qualit¢é immunologique du colostrum et, par conséquent, le TIP, des
pistes sont explorées chez d’autres especes que le chien: la vaccination chez la truie a
notamment fait ses preuves en augmentant la concentration colostrale en IgG spécifiques des
pathogeénes visés par la vaccination (Ayshpur et al. 2021 ; Lopez-Serrano et al., 2021 ; Yang et
al., 2021). Optimiser les parameétres environnementaux lors de la mise-bas et de la lactation
serait également intéressant pour favoriser un colostrum riche en IgG : Machado-Neto et al.
(1987) ont montré qu’en soumettant des truies a un stress thermique modéré, la qualité
immunologique du colostrum diminuait. Aucune étude sur ce sujet n’est disponible chez
I’espéce canine. L’influence de la nutrition sur la qualité colostrale est au contraire un sujet

¢tudié dans cette espece : I’ajout de prébiotiques (Adogony et al., 2007) et/ou de probiotiques
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(Alonge et al., 2020) dans la ration de chiennes gestantes fait I’objet d’un intérét grandissant

du fait de résultats encourageants que nous allons désormais détailler.

I11. Intéréts de la levure Saccharomyces boulardii dans I’espéce canine

A- Présentation de la levure Saccharomyces boulardii

La levure SB a été découverte en 1920 par le microbiologiste frangais Henri Boulard qui
I’a isolée de la peau de litchis et de mangoustans (McFarland, 2010). Depuis sa découverte,
elle fait ’objet de nombreuses études du fait de ses propriétés probiotiques. La Food and
Agriculture Organization (FAO) et I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) définissent les
probiotiques comme « des micro-organismes vivants qui, lorsqu’ils sont ingérés en quantités

adéquates, exercent une action bénéfique sur la santé de I’hote » (FAO/OMS, 2001).

Bien que génétiquement proche de Saccharomyces cerevisiae (Khatri et al., 2017), elle
s’en distingue par une température de croissance optimale plus élevée a 37°C, une résistance
au pH acide et une tolérance aux acides biliaires (Fietto et al., 2004 ; Graff et al., 2008 ; Pardo
et al.,, 2009) qui font de SB une levure particulicrement intéressante chez les espéces
monogastriques telles que le chien. Elle présente par ailleurs une bonne palatabilité

(Baroncello et al., 2020) qui facilite son observance dans I’espéce canine.

B- Intéréts pour la santé digestive

Les produits contenant des levures du genre Saccharomyces ou leurs dérivés sont classés
par ’autorité européenne de sécurité des aliments comme des additifs zootechniques « ayant
un effet positif sur la production, le rendement ou le bien-étre des animaux, ou sur les
conséquences environnementales de la production animale » (Direction Générale de la

Concurrence, de la Consommation et de la Répression des Fraudes, 2023).

Chez les animaux d’¢levage, ils agissent en effet sur le microbiote intestinal en favorisant
le développement de populations bactériennes bénéfiques pour la santé digestive (Elghandour
et al., 2020 ; Perricone et al., 2022). Dans I’espéce canine, de nombreuses études ont
¢galement montré 1’impact positif d’une supplémentation en Saccharomyces cerevisiae sur la

flore intestinale (Stercova et al., 2016 ; Bastos et al., 2023a et 2023b).

La levure SB est méme reconnue chez le chien pour prévenir et traiter les troubles gastro-
intestinaux provoqués par I’administration d’antibiotiques (Aktas et al., 2007) ou consécutifs
a une entéropathie chronique (D’Angelo et al., 2018). Elle permet de stabiliser le microbiote
intestinal notamment chez la chienne autour de la mise-bas (Garrigues et al., 2024) et

influence plus généralement les performances reproductrices des animaux.
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C- Intéréts pour les performances reproductrices

La levure SB a d’abord fait ses preuves dans I’amélioration des performances
reproductrices de la truie en augmentant, entre autres, la production des sécrétions lactées et
leur richesse en acides gras (Domingos et al., 2021). De plus en plus d’études confirment ces
effets bénéfiques y compris dans 1’espéce canine : Garrigues et al. (2024) ont montré une
amélioration de la qualité nutritionnelle du colostrum et du lait associée a une réduction du

risque de chiots a petit poids de naissance.

L’intérét d’une supplémentation en SB au cours de la gestation et de la lactation réside
¢galement dans sa capacité a pouvoir influer sur la composition immunologique des
sécrétions lactées. En effet, cette levure, tout comme d’autres probiotiques (Alonge et al.,
2020) ou des prébiotiques (Adogony et al., 2007), pourrait modifier les concentrations en
immunoglobulines dans le colostrum et dans le lait selon différents processus. Une hypothese
est la stimulation de la réponse humorale de la chienne par les probiotiques en activant le
« Gut Associated Lymphoid Tissue » (GALT) (Alonge et al., 2020). Un autre mécanisme
serait la stimulation des plaques de Peyer par le microbiote intestinal faconné par les
probiotiques : ces plaques faisant partie du GALT produisent en effet les précurseurs des
« plasma cell » synthétisant les IgG et IgA dans les glandes mammaires (Salmon, 2003 ;

Usami et al., 2021).

Aucune ¢étude ne s’est encore penchée sur la possibilité qu’une supplémentation en SB
chez la chienne en gestation et en lactation améliore les concentrations en immunoglobulines

dans les sécrétions lactées et le TIP. Ce sujet constitue ainsi notre objet d’étude expérimentale.
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PARTIE 2 : ETUDE EXPERIMENTALE

1. Objectifs de I’étude

Nous avons explicité dans notre syntheése bibliographique I’intérét d’améliorer le TIP et
les concentrations en immunoglobulines du colostrum et du lait afin de réduire la mortalité
néonatale des chiots. Dans un contexte ou les probiotiques font de plus en plus leurs preuves
en médecine humaine et vétérinaire, il est légitime de se demander si une supplémentation
maternelle, pendant la gestation et la lactation, avec la levure SB influence voire améliore les
concentrations sériques en IgG de chiennes, les concentrations en IgG et en IgA des sécrétions

lactées ainsi que le TIP, et plus précisément les concentrations sériques en IgG de chiots.

Pour cela, nous avons mené une étude sur une population de chiennes séparée en deux
groupes : I’un supplémenté en levure SB, et 1’autre recevant un placebo. Ce travail a été
réalisé¢ en collaboration avec le centre de recherche de la socié¢t¢ LALLEMAND basé¢ a
Blagnac, en France. La levure utilisée dans notre protocole a été fournie par ce laboratoire
afin d’obtenir une autorisation de mise sur le marché pour I’espéce canine. Son innocuité chez
les chiennes et les chiots a d’ores et déja été vérifiée dans la thése vétérinaire de David et
Mansalier (2021). De plus, notre étude a contribué a la thése de doctorat de Garrigues (2024)
s’intéressant aux effets de SB sur le microbiote intestinal et les performances reproductrices

des chiennes, ainsi que sur le phénotype immuno-métabolique des chiots (annexe 1).

A travers notre travail, nous avons donc souhaité¢ explorer les effets de SB sur les
concentrations en immunoglobulines dans le sérum, le colostrum et le lait de chiennes
supplémentées, ainsi que dans le sérum de leurs chiots, tout en prenant en compte les facteurs
de variation (le format racial, I’age, I’état corporel, la taille de portée...) susceptibles de

s’ajouter a I’influence de SB.

11. Matériel et méthodes

A- Population

1. Chiennes

L’¢étude a été¢ menée sur 36 chiennes provenant d’un méme élevage entre novembre 2020
et avril 2021. Elles ont été sélectionnées apreés un diagnostic de gestation échographique
positif réalis¢ par un vétérinaire praticien vingt-huit jours aprés la date d’ovulation

(déterminée par un dosage de progestérone supérieur a 8 ng/ml).

Elles ont été nourries suivant le méme protocole (annexe 2) respectant les

recommandations du National Research Council qui spécifient les besoins physiologiques des
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chiennes au cours de la gestation et de la lactation. L’eau était disponible a volonté. Les
conditions d’hébergement (annexe 3) ainsi que les protocoles vaccinaux et de vermifugation

(annexe 4) ont été identiques pour toutes les chiennes sauf exceptions (annexe 3).
2. Chiots

Les chiennes ont donné naissance naturellement (c’est-a-dire sans césarienne) a 284
chiots dont 30 sont nés morts. Les 254 chiots vivants sont restés aupres de leur mére jusqu’a
la fin de I’étude (& 56 jours post-partum) afin de pouvoir téter librement. Pendant les 48
premicres heures de vie, des séances de tétée et de pesée ont été effectuées par I’éleveur afin
de surveiller la prise colostrale. Si celle-ci était jugée insuffisante, un sondage avec du lait
maternis¢ Royal Canin® Puppy Protech (Royal Canin, Aimargues, France) était réalisé de
manicre non controlée (quantité ingérée et identification des chiots non renseignées) et non
systématique par manque de temps. Néanmoins, cet aliment de substitution contient
seulement des immunoglobulines Y (IgY) et non pas des IgG : il ne représente donc pas un

biais dans notre étude.

B- Supplémentation en levure

Les chiennes ont été divisées en deux groupes de 18 individus en fonction de leur age, de

leur parité, de leur format racial et de leur note d’état corporel (NEC) a 28 jours de gestation.

Les 18 premicres chiennes ont recu une supplémentation a base de levure vivante
Saccharomyces boulardii CNCM 1-1079 (Levucell SB®, Lallemand SAS, Blagnac, France ;
SB-1079) (groupe « Levure »). Ce probiotique a été distribué sous forme de gélules contenant
6,4x10°* unité formant colonie (UFC) de levure, deux fois par jour (matin et soir) (soit
1,3x10° UFC de levure par chienne par jour) a partir de 30 jours de gestation (i.e 30 jours
apres ’ovulation de la chienne) jusqu’a la fin de la période de lactation (56 jours post-
partum). Afin qu’elles soient enticrement consommeées, les gélules ont été administrées dans
une friandise fagonnée a partir de croquettes (annexe 3) trempées dans de I’eau chaude. Les
18 chiennes restantes (groupe « Témoin ») ont recu des gélules contenant un placebo dans les

mémes friandises et a la méme fréquence.

C- Données cliniques

Afin d’évaluer I’influence de la supplémentation en levure sur les concentrations en
immunoglobulines dans le sérum maternel, le colostrum et le lait, et sur le TIP des chiots,

nous nous sommes intéressés a plusieurs parametres.
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1. Chiennes

En fonction de leur poids mesuré le jour de I’ovulation, les chiennes ont été classées en 2
formats raciaux : les chiennes de taille Medium (M) pesaient entre 15 et 25 kg et les chiennes

de taille Large (L) avaient un poids strictement supérieur a 25 kg.

La NEC a ¢été étudiée en divisant la population de chiennes en deux groupes selon
qu’elles étaient « en surpoids » (NEC > 6) ou non (NEC < 6) a 28 (J28) et a 56 jours (J56) de
gestation (Laflamme, 1997). Cette catégorisation nous a paru biologiquement cohérente dans
la mesure ou un score corporel de 5 ou 4 est optimal selon le gabarit de la chienne tandis qu’a
partir de 6, un exces pondéral est considéré. La variation de NEC au cours de la gestation a
¢galement été prise en compte en différenciant les chiennes ayant perdu en état corporel entre
28 et 56 jours de gestation (« Perte d’état corporel ») et celles étant restées stables ou ayant
gagné en état corporel (« Etat corporel stable ou augmenté »). Aucune recommandation n’est
disponible concernant 1’évolution de la NEC de la chienne pendant la gestation et la lactation
contrairement au poids (Smith, 2011). Celui-ci a été relevé chez les chiennes le jour de
I’ovulation, a 28 jours de gestation, a 56 jours de gestation et au premier jour post-partum.
Néanmoins, la redondance avec I’information apportée par le format racial et I’effectif de

notre population ont justifié¢ ’abandon de cette variable dans notre étude.

Concernant la taille de portée (c’est-a-dire le nombre de chiots nés), trois catégories de
chiots ont été distinguées en rapportant la taille de portée au format racial des chiennes de
I’¢levage (tableau 2). Les seuils de nombre de chiots correspondent aux premier et quatriéme
quartiles des tailles de portée pour chaque format.

Tableau 2 : Nombre de chiots nés définissant les catégories de taille de portée
rapportée au format racial des chiennes

Petite portée Moyenne portée Grande portée

M < 5 chiots > 5 et < 8 chiots > 8 chiots

L < 6 chiots > 6 et <9 chiots > 9 chiots

M = format racial Medium ; L = format racial Large

De plus, trois groupes de chiennes ont été formés selon leur 4ge au moment de 1’ovulation
: celles ayant strictement « moins de 3 ans », celles « entre 3 et 4 ans » et celles de « plus de 4
ans ». La parité des chiennes a été relevée mais du fait d’une corrélation forte avec 1’age, elle

n’a pas été étudiée.
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Enfin, la durée de gestation des chiennes a également été collectée mais elle a ensuite été
délaissée dans notre analyse statistique, 1’effectif de notre population et les différences de

durée de gestation étant trop faibles.
2. Chiots
Concernant les chiots, leur sexe a été enregistré a la naissance.

Leur viabilité a été étudiée a travers le poids de naissance mesuré dans les 12 premicres
heures apres la mise-bas grace a une balance digitale (EB3 Series, Ohaus, Parsippany, NJ,
Etats-Unis, capacité maximale de 5 kg, précision + 0,1 gramme). Afin de pallier la variabilité
du poids de naissance entre les races (Mugnier et al., 2019), les chiots ont été classés en 3
groupes selon le premier et le quatriéme quartiles des poids de naissance rapportés a la race.
Ainsi, les chiots a « petit poids de naissance » sont ceux dont le poids de naissance est
inférieur ou égal au premier quartile de la race. Les chiots a « moyen poids de naissance » ont
un poids de naissance compris entre le premier quartile et le quatriéme quartile inclus. Enfin,
les chiots a « grand poids de naissance » pesent plus lourd que le quatriéme quartile exclu.
Les valeurs de quartiles pour chaque race ont été définies sur la base de 4010 poids de
naissance enregistrés dans 1’¢élevage sur sept ans. Une corrélation forte entre la
supplémentation en SB et le poids de naissance a justifi¢ que ce parametre ne soit pas étudié

par la suite.

Grace a une pesée journalicre des nouveaux-nés, le taux de croissance de chaque chiot

entre 0 (JPPO) et 2 (JPP2) jours de vie (Croissance (.2) a été calculé selon la formule suivante :
Croissance o> (%) = (Poids (kg) a JPP2 — Poids (kg) a JPP0) / JPPO (kg) x100
Ce paramétre est une approximation de la quantité de colostrum ingérée par chaque chiot.

D- Prélévements

Le sang des chiennes (4 mL) a été prélevé a J28 et a J56 de gestation au niveau de la
veine céphalique et collecté dans un tube sec. Dans les 30 minutes suivant le prélévement, le
tube a été centrifugé (16 000 RCF pendant 10 minutes) pour isoler le sérum. Ensuite, 500 pL.
de sérum ont été transférés dans un tube Eppendorf® conservé a - 20°C jusqu’a la date des

analyses.

Le sérum des chiots a été recueilli selon le méme procédé 2 jours apres la mise-bas. Le
sang (1 mL) a cette fois-ci été¢ prélevé a la veine jugulaire puis 100 pL de sérum ont été

conservés a - 20°C dans un tube Eppendorf®.
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Concernant les sécrétions lactées, elles ont été prélevées entre 24 et 48 heures (colostrum)
apres la parturition dont I’heure est fixée au moment d’expulsion du premier chiot et 7 jours
apres la mise-bas (lait). Les échantillons de lait de 2 chiennes n’ont pas ét¢ disponibles du fait
d’une quantité de lait insuffisante. Ainsi, le lait de 34 chiennes a été ¢étudié. Tous les
prélevements ont été précédés d’une injection d’ocytocine (OCYTOVEM®, 10 Ul/mL,
(CEVA Santé animale, Libourne, France)) de 0,3-0,6 mL en intramusculaire dans la cuisse
pour faciliter la collecte des sécrétions lactées. En attendant que 1’ocytocine fasse effet,
chaque mamelle a été lavée et désinfectée a la chlorhexidine savon. Afin que les échantillons
soient représentatifs des sécrétions lactées produites par une chienne donnée, 0,2 mL de
sécrétions ont été récupérés dans un tube Eppendorf® pour chacune des 10 mamelles afin
d’avoir un total de 2 mL de sécrétions lactées par chienne. Les tubes ont été ensuite identifiés

puis congelés a - 20°C jusqu’aux analyses.

E- Dosage des immunoglobulines

Les immunoglobulines des sécrétions lactées et du sérum des chiennes et des chiots ont
¢été dosées grace a la technique ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) « sandwich »

(figure 5) au sein de I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse.

ARV

<| Substrat coloré de I'enzyme
Enzyme de révélation
Peroxydase de Raifort
conjugué a la streptavidine
Anticorps de détection
Anticorps de chevre anti-Ig de
Antigéne recherché chien conjugué a la biotine
Ig de chien & doser
Anticorps de capture
Anticorps de chévre anti-Ig
de chien
N

Figure 5 : Schéma des réactions moléculaire lors d’ELISA « sandwich »
Ig = immunoglobuline
Seules les IgG ont été dosées dans le sérum des chiennes et de leurs chiots. Les dosages
d’IgG et d’IgA ont été réalisés dans le colostrum et uniquement les IgA ont été dosées dans le
lait. Ce choix de doser uniquement les IgA du lait a été motivé par la tres faible concentration
en IgG dans le lait mature de chienne (Schifer-Somi et al., 2005 ; Chastant-Maillard et al.,
2010).
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Deux kits ELISA ont été utilisés dans notre étude : « Dog IgG ELISA Kit », Bethyl
Laboratories (Montgomery, USA) et « Dog IgA ELISA Kit » (méme fournisseur).

Le protocole complet des dosages est fourni en annexe 5.

1. Protocole de dosage

¢ Préparation des échantillons et de la gamme-étalon

Les échantillons de sérum, de colostrum et de lait ont d’abord ét¢ décongelés pendant 30
minutes a température ambiante. Chaque tube de colostrum et de lait a ensuite nécessité une
centrifugation de 30 minutes a 2000G a 4°C pour permettre une bonne séparation des phases.
Puis, selon la matrice a analyser, les échantillons ont été dilués grace au dilueur disponible
dans le kit (tableau 3). Si apres la lecture de la plaque ELISA, certains échantillons ont été

trop ou pas assez dilués, un nouveau dosage est effectué¢ avec une dilution adaptée.

Tableau 3 : Dilutions des échantillons appliquées dans notre

étude
Nature des échantillons Dilution IgG Dilution IgA

Colostrum 1/500 000 1/25 000

* sauf un échantillon dilué au 1/500 000
** sauf deux échantillons dilués au 1/25 000

En parallele, la gamme-étalon a été réalisée a partir d’un sérum de référence dont la
concentration en immunoglobulines est de 1000 ng/mL. Sept tubes ont ensuite été préparés en

diluant au tiers jusqu’a 0 ng/mL.

32



¢ Dépot des échantillons et des standards sur la plaque
Chaque échantillon a ét¢ déposé sur la plaque ELISA et dosé en duplicata. Deux colonnes

ont été réservées pour le standard (fableau 4). La plaque a incubé ensuite 1 heure a 22°C.

Tableau 4 : Répartition des échantillons et des standards sur une plaque ELISA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1000 | 1000

A Ech1 | Ech1l | Ech9 | Ech9 |Ech 17 | Ech 17 | Ech 25 | Ech 25 | Ech 33 | Ech 33
ng/ml | ng/ml

333,3 | 3333

B Ech2 | Ech2 |Ech 10 | Ech 10 | Ech 18 | Ech 18 | Ech 26 | Ech 26 | Ech 34 | Ech 34
ng/ml | ng/ml

111,1 | 111,1

C Ech3 | Ech3 |Ech 11 |Ech 11 |Ech 19 |Ech 19 | Ech 27| Ech 27 | Ech 35 | Ech 35
ng/ml | ng/ml

37,0 | 37,0

D Ech4 | Ech4 |Ech 12 |Ech 12 | Ech 20 | Ech 20 | Ech 28 | Ech 28 | Ech 36 | Ech 36
ng/ml | ng/ml

12,3 12,3

E Ech5 | Ech5 |Ech 13 [Ech 13 | Ech21 | Ech 21 | Ech 29 | Ech 29 | Ech 37 | Ech 37
ng/ml | ng/ml

4,11 4,11

F Ech 6 | Ech 6 |Ech 14 |Ech 14 | Ech 22 | Ech 22 | Ech 30 | Ech 30 | Ech 38 | Ech 38
ng/ml | ng/ml

1,37 1,37

G Ech7 | Ech7 | Ech 15 |Ech 15 | Ech 23 | Ech 23 | Ech 31 | Ech 31 | Ech 39 | Ech 39
ng/ml | ng/ml

H Ech 8 | Ech8 |Ech 16 | Ech 16 | Ech 24 | Ech 24 | Ech 32 | Ech 32 | Ech 40 | Ech 40 |0 ng/ml |0 ng/ml

Ech = échantillon
Les colonnes 11 et 12 sont réservées a la gamme-étalon.

¢ Lavage

Aprées avoir vidé la plaque, quatre lavages ont été effectués grace a un automate laveur de
microplaques 50™ TS Washer (BioTek® ; Winooski, USA). La solution utilisée pour le
lavage a été celle reconstituée a partir du kit ELISA fourni par Bethyl®. Enfin, la plaque a été
tapotée sur du papier absorbant pour ¢liminer les gouttes restantes. Toutes les étapes de lavage

ont été identiques.

¢ Dépot des anticorps de détection
La solution d’anticorps de détection fournie dans le kit ELISA Bethyl® a été déposée

dans chaque puits. L’incubation a duré 1 heure a 22°C.
¢ Lavage

¢ Dépot de I’enzyme de révélation
La solution A HRP (horseradish peroxidase) fournie dans le kit a été déposée sur la

plaque et laissée a incuber 30 minutes a 22°C.

¢ Lavage
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¢ Révélation
La solution TMB a été déposée dans chaque puits. La révélation a duré 30 minutes, a

22°C, dans le noir. Les figures 6 et 7 montrent une plaque ELISA au début et a la fin du temps

de révélation.

......

Figures 6 et 7 : Photographies d’une plaque ELISA au début (6) et a la fin (7) du temps de révélation

¢ Arrét de la révélation
La réaction enzymatique a été stoppée par ajout de 100 pL d’acide sulfurique dans

chaque puits (figure §8).

R4

, ~ 1

Figure 8 : hotgraphie d’une plaque ELISA aprés arrét
de la révélation a I’acide sulfurique

¢ Lecture des résultats
L absorbance de chaque puits a été lue a ’aide d’un spectrophotométre (VersaMax™
ELISA Microplate Reader, Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, USA) dont le laser

émet a une longueur d’onde de 450 nm.

Le logiciel Softmax® (Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, USA) a permis
d’établir 1’équation reliant les densités optiques obtenues par le spectrophotométre aux
concentrations en immunoglobulines des échantillons. La gamme-étalon dont la concentration

est connue a permis de calculer cette équation (annexe 6).
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2. Répétabilité de 1a méthode

Le coefficient de variation (CV) intraplaque (la moyenne des coefficients de variation
d’une méme plaque) et le coefficient de variation interplaque pour une immunoglobuline
dosée donnée (la moyenne des coefficients de variation du standard des différentes plaques
utilisées pour doser les IgA ou les IgiG) ont été calculés grace au logiciel LibreOffice Calc®
(The Document Foundation, Berlin, Allemagne) afin de s’assurer de la répétabilité¢ de la

méthode (tableau 5).
Tableau 5 : Coefficients de variation des plaques ELISA

s ¢ Echantillon 1gG IgA
Colostrum 4.5 3,7
Lait 4,8
CV intraplaque (%) Sérum chiennes J28 11,3!
Sérum chiennes J56 13,52
Sérum chiots Entre 4,1 et 17,4
CV interplaque (%) 14,14 10,74

!': Ce coefficient correspond a la moyenne des CV des standards allant de 1000 ng/mL & 111,1 ng/mL de la plaque
ayant permis de doser les IgG dans le sérum des chiots. Les CV des standards inférieurs n’ont pas été pris en compte
car trop ¢élevés. Néanmoins, toutes les valeurs d’IgG dans le sérum des chiots sont supérieures a 111,1 ng/mL.

2 : Une seule moyenne de standard (12,3 ng/mL) est disponible sur cette plaque.

31 6 plaques ont été nécessaires pour doser les IgG dans le sérum des 254 chiots.

41 Ces coefficients correspondent a la moyenne des CV des standards allant de 1000 ng/mL & 4,11 ng/mL des
plaques ayant permis de doser les IgA et les IgG dans les différentes matrices. Le CV du dernier standard (1,37
ng/mL) n’a pas été pris en compte car trop élevé. Néanmoins, toutes les valeurs dans notre étude sont comprises
dans la gamme de concentrations [4,11 - 1000] ng/mL.

E- Analyses statistiques

Chaque échantillon étant dosé deux fois, la concentration en immunoglobulines pour un
animal donné correspond a la moyenne des deux concentrations calculées. Elle est exprimée
sous la forme moyenne =+ écart-type et a été calculée grace au logiciel LibreOffice Calc®.
Toutes les analyses statistiques et les graphiques ont été réalisés grace a la version 4.1.0 du

logiciel RStudio (Boston, USA).

1. Analyse statistique univariée

L’homogeénéité des deux groupes de chiennes « Témoin » et « Levure » en terme de

concentration sérique en IgG a J28, avant le début de la supplémentation au 30éme jour de
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gestation, a été vérifiée avec un test paramétrique de Student. Au préalable, la normalité de la
distribution des données et ’homogénéité des variances ont été analysées respectivement a
I’aide d’un test de Shapiro-Wilk et d’un test F. Un test de Student appari¢ a été effectué afin
de comparer les concentrations en IgG dans le sérum des chiennes entre le 28¢me jour et le
56¢me jour de gestation. Les concentrations en IgA entre le colostrum et le lait ont, quant a

elles, été comparées par un test de Wilcoxon appari€, la normalité n’étant pas respectée.

Les corrélations entre les concentrations en immunoglobulines revétant un intérét
biologique ont été évaluées grace au coefficient de Kendall (1) et au coefficient de Pearson (1),

seule la valeur la plus élevée entre ces deux coefficients a été conservée.

2. Analyse statistique multivariée

a) Choix des variables d’intérét

Afin d’étudier I’influence de la supplémentation en levure sur les concentrations en
immunoglobulines dans le sérum, le colostrum et le lait des chiennes, et dans le sérum des
chiots, plusieurs variables d’intérét ont été prises en compte. Avant de construire nos modeles
statistiques, il a fallu vérifier I’indépendance entre ces parameétres. Les corrélations entre des
variables quantitatives ont ainsi été¢ évaluées grace au tau de Kendall (1) et au coefficient de
Pearson (1), en conservant le coefficient le plus élevé. De plus, des tests du Chi?, de Student et
des ANOVA ont été effectués selon la nature des variables confrontées (facteur/facteur ou

facteur/régresseur) et selon le nombre de niveaux des facteurs.

b) Modzéles statistiques

Pour les chiennes comme pour les chiots, la construction des modeles a d’abord été faite
avec des effets simples, selon une approche en avant et pas a pas en s’appuyant sur le Critére
d’Information d’Akaike (AIC) afin de sélectionner le modéle le plus parcimonieux. Les
interactions biologiquement intéressantes ont ensuite été testées : si elles étaient significatives
ou si les effets simples inclus dans les termes de I’interaction étaient significatifs, alors elles

étaient conservées.
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Six modeles statistiques s’appuyant sur des analyses de covariance (ANCOVA) (package

car) ont été réalisés pour observer les effets de la supplémentation en SB et des autres

variables d’intérét biologiques sur les concentrations en immunoglobulines dans les différents

¢chantillons prélevés chez les chiennes. Trois modéles ont été construits afin d’étudier la

concentration en IgG dans le sérum des chiennes a J28 de gestation, a J56 de gestation et la

cinétique de la concentration sérique en IgG entre ces deux dates (fableau 6).

Tableau 6 : Modéles statistiques appliqués aux concentrations en IgG dans le sérum des chiennes

Population Variables de sortie Variables explicatives Variables explicatives du modele final

IgG sériques J28

IgG sériques J56

Chiennes

Différence IgG sériques
entre J28 et I56

Facteurs :
- Format racial
- Taille de la portée
- NEC J28

Régresseur :
- Age

Facteurs :
- Supplémentation
- Format racial
- Taille de la portée
- NEC I56

Régresseur :
- Age

Facteurs :
- Supplémentation
- Format racial
- Taille de la portée
-NEC 128
- Différence de NEC entre J28
et I56

Régresseur :
-Age
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Facteurs :
- Format racial
- Taille de la portée

Régresseur :
- Age

Facteurs :
- Supplémentation
- Format racial
- Taille de la portée

Régresseur :
- Age

Interaction :
- Supplémentation et taille de portée

Facteurs :
- Supplémentation
- Format racial
- Taille de 1a portée
- Différence de NEC entre J28 et I56

Régresseur :
- Age

Interactions :
- Supplémentation et format racial

- Supplémentation et différence de NEC entre J28

et J56
- Supplémentation et taille de portée



Les trois autres modeles s’intéressent aux concentrations en IgG dans le colostrum, et en
IgA dans le colostrum et dans le lait (tableau 7). Une transformation au logarithme a été
nécessaire pour obtenir une distribution normale des concentrations en IgG et en IgA dans le

colostrum.

Tableau 7 : Modéles statistiques appliqués aux concentrations en immunoglobulines dans les sécrétions
lactées des chiennes

Variables explicatives Variables explicatives du modéle final

Population Variables de sortie

Facteurs :

- Supplémentation Facteurs :
- Format racial - Supplémentation
IgG colostrum (log) . Tm}l;]gzlislzortée - Format racial
Régre;sseur :
Régresseur : - Age
- Age
Facteurs :
- Supplémentation Facteurs :
- Format racial - Supplémentation
Chiennes IgA colostrum (log) - Taﬂl; dEeC ljsfgortee - Format racial
Régresseur :
Régresseur : - Age
- Age
Facteurs : FRtfears
i Supplémenta'tlon - Supplémentation
- Format racial :
Taille de la portée - Format racial
el NECIS6 - NEC 156
Régresseur : Régff{;:“" :
- Age
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Concernant les chiots, notre analyse statistique a porté sur les facteurs de variation (la
supplémentation en levure comprise) d’une variable quantitative continue, en 1’occurrence la
concentration sérique en IgG a 2 jours de vie, et d’une variable qualitative a deux niveaux
qu’est la mise en évidence d’un déficit de TIP (c’est-a-dire une concentration sérique en IgG
inférieure a 2,3 g/L deux jours post-partum (Mila et al., 2014)) ou non (tableau §). Un modele
linéaire mixte a donc été réalisé pour étudier la concentration sérique en IgG des chiots tandis
qu’un mode¢le linéaire mixte généralisé¢ a ét¢ nécessaire pour analyser le déficit de TIP. Dans
les deux cas, le package ImerTest sur RStudio a ét¢ employé avec I’identification de la
chienne en tant qu’effet aléatoire. Le taux de croissance entre 0 et 2 jours étant corrélé a la
concentration en IgG dans le sérum des chiots, le modéle linéaire mixte a été pondéré par ce
parametre. Enfin, une transformation au logarithme a été requise pour respecter la normalité

de la distribution des concentrations en IgG dans le sérum des nouveaux-nés.

Tableau 8 : Modéles statistiques appliqués aux concentrations en IgG dans le sérum des chiots
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Population Variables de sortie Variables explicatives Variables explicatives du modéle final
Effets fixes
Facteurs :
- Supplémentation
- Format racial
- Taille de la portée
-NEC 156 Facteurs :
o - Supplémentation
IgG sérique - Format racial
(log) Régresseur :
- Age Interaction :
- 1gG colostrum - Supplémentation et format racial
- IgG sériques J56
Effets aléatoires
- Mére
- Croissance
Chiots -
Effets fixes
Facteurs :
- Supplémentation
- Format racial Facteurs :
- Taille de la portée - Supplémentation
- NEC J56 - Format racial
- Sexe
Déficit de TIP ou non Régresseur :
Régresseur : - IgG colostrum
- Age
- IgG cqlostrum Interaction :
- IgG sériques J56 - Supplémentation et format
Effet aléatoire
- Mére



Les hypotheses de normalité et d’homoscédasticité des modeles statistiques de notre
étude ont été vérifiées par des graphiques représentant la normalité et les nuages de points des
résidus excepté pour le modéle généralisé linéaire mixte pour lequel les vérifications ont été

effectuées grace au package DHARMa.

Un résultat est considéré comme significatif lorsque la p-value (p) est inférieure a 0,05.
En cas de différences significatives entre des groupes, les valeurs sont comparées avec un test
de Tuckey (package multcompView) sauf pour les comparaisons de moyennes du modele
linéaire mixte généralisé¢ pour lesquellles la fonction emmeans du package emmeans a été

utilisée. Les tendances avec une p-value inférieure a 0,1 ont été conservées dans notre étude.
I11. Résultats

A- Description de la population

1. Chiennes

Parmi les 36 chiennes faisant partie de notre étude, 27 étaient de format racial L et 9 de
format racial M. Les chiennes appartenaient a 9 races différentes : Berger Allemand, Berger
Australien, Berger Blanc Suisse, Bouvier Bernois, Boxer, Dalmatien, Golden Retriever,

Labrador Retriever et Montagne des Pyrénées.

L’age moyen était de 3,3 £ 1,2 ans, avec la plus jeune chienne agée de 1,1 an et la plus

vieille de 5,9 ans (figure 9).

10

Nombre de chiennes

Age (en années)

Figure 9 : Répartition des chiennes selon leur dge (en années)

au moment de I’ovulation (N=36)
Le trait vertical orange représente la moyenne. La borne inférieure de chaque intervalle est exclue
exceptée pour le premier intervalle.

La parité moyenne était de 2,7 = 1,9 avec 5 chiennes nullipares et 31 chiennes multipares.

40



Une corrélation linéaire forte entre 1’age et la parité des chiennes a été observée dans
notre population (r = 0,9 ; p<0,001) (figure 10). Ainsi, nous avons décidé¢ de nous intéresser

uniquement a I’influence de I’age sur les concentrations en immunoglobulines.

Parité

ra
'

: . 5 ; : 6
Age (en années)

Figure 10 : Corrélation linéaire entre I’age (en années) et la parité des chiennes (N=36)
(r=0,9 ; p<0,001)

A 28 jours de gestation, les chiennes avaient une NEC moyenne de 5,1 + 1,1 contre une
NEC moyenne de 4,9 + 1,2 a 56 jours de gestation. Douze d’entre elles ont perdu en état

corporel entre J28 et J56 de gestation, 19 sont restées stables et un gain d’état corporel a été

constaté pour 5 d’entre elles.

En moyenne 7,9 chiots + 1,9 composaient les portées, avec un intervalle allant de 4 a 11
chiots par portée. Au total, 16,7% (6/36) des chiennes avaient donné naissance a une portée de
petite taille, 61,1% (22/36) a une portée de taille moyenne, et 22,2 % (8/36) a une portée de

grande taille.
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La moiti¢ des chiennes (50,0 % ; 18/36) était allouée au groupe « Levure », et 1’autre

moitié¢ au groupe « Témoin ». Au moment de ’inclusion dans I’étude (J28 de gestation), les

deux groupes avaient été équilibrés en fonction du format racial, de la NEC et de 1’age

(tableau 9).

Tableau 9 : Caractéristiques des groupes de chiennes « Témoin » et « Levure » (N=36)

M (N=9)

Format
racial
L (N=27)

En surpoids
(N=12)

Absence de surpoids
(N=24)

En surpoids

(N=9)

Absence de surpoids

(N=27)

Etat corporel stable
ou augmenté

(N=24)

Petite (N=6)
Tal]llae de Moyenne (N=22)
portée
Grande (N=8)

Perte d'état corporel
J128- (N=12)
J56

Moins de 3 ans (N=13)

Entre 3 et 4 ans (N=12)

Plus de 4 ans (N=10)

N = effectif

N=4
Berger Australien (N=4)

N=14
Berger Allemand (N=1), Berger
Blanc Suisse (N=1), Bouvier
Bernois (N=4), Golden Retriever
(N=2), Labrador Retriever (N=4),
Montagne des Pyrénées (N=2)
N=6
NEC 6 (N=4), NEC 7 (N=1), NEC
8 (N=1)

N=12
NEC 4 (N=5), NEC 5 (N=7)

N=4
NEC 6 (N=2), NEC 7 (N=1), NEC
8 (N=1)

N=14
NEC 4 (N=5), NEC 5 (N=9)

N=5 (NEC -1)

N=13
NEC stable (N=10), NEC +1
(N=3)
N=3
5 chiots (N=3)
N=13
7 chiots (N=3), 8 chiots (N=5), 9
chiots (N=5)

N=2
10 chiots (N=1), 11 chiots (N=1)

N=5
1.2 (N=1), 2.5 (N=1),, 2.6 (N=2),
2.7 (N=1)

N=7
3.0 (N=2), 3.3 (N=2), 3.4 (N=2),
3.7 (N=1)

N=6
43 (N=1), 4.4 (N=1), 4.5 (N=1),
4.9 (N=1), 5.6 (N=1), 5.9 (N=1)
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Levure (N=18)

N=5
Berger Australien (N=4), Dalmatien
(N=1)

N=13
Berger Blanc Suisse (N=2), Bouvier
Bernois (N=2), Boxer (N=1), Golden
Retriever (N=6), Labrador Retriever

(N=2)

N=6
NEC 6 (N=5), NEC 7 (N=1)

N=12
NEC 3 (N=3), NEC 4 (N=3), NEC 5
(N=6)

N=5
NEC 6 (N=4), NEC 7 (N=1)

N=13
NEC 3 (N=5), NEC 4 (N=3), NEC 5
(N=5)

N=7 (NEC -1)

N=11
NEC stable (N=9), NEC +1 (N=2)

N=3
4 chiots (N=2), 5 chiots (N=1)
N=9
6 chiots (N=1), 7 chiots (N=4), 8 chiots
(N=1), 9 chiots (N=3)

N=6

9 chiots (N=1), 10 chiots (N=4), 11

chiots (N=1)

N=8

1.1 (N=1), 1.6, (N=1), 1.9 (N=2), 2.5

(N=1),2.7 (N=3)

N=6

3.0 (N=1), 3.1 (N=2), 3.4 (N=1), 3.5
(N=2)

N=4
4.1 (N=2), 5.1 (N=1), 5.9 (N=1)



2. Chiots

Sur les 254 chiots nés vivants, 240 ont été étudiés dans la suite de notre travail (figure 11).

N = 254 chiots nés

Chiots décédés dans les 2
premiers jours de vie
N=10
N =244 chiots
prélevés

Chiots dont la concentration
en IgG dans le sérum manque
(échec de I’ELISA)

N=3

N = 241 chiots dont la

concentration en IgG
dans le sérum est

connue . .
Chiot dont la concentration en

IgG est supérieure a la
gamme-étalon
N=1

N = 240 chiots dont la
concentration en IgG
dans le sérum est
interprétable

Figure 11 : Diagramme de flux de la population des chiots

Environ 25% des chiots ¢étaient de format racial M (61/240), le reste des chiots

appartenant a des chiennes de format racial L (179/240).

Plus d’un quart des chiots (26,3 % ; 63/240) étaient nés de chiennes « en surpoids » a 56
jours de gestation alors que pres de trois quarts d’entre eux (73,8 % ; 177/240) étaient issus de

chiennes avec une NEC strictement inférieure a 6 a cette date.

Au total, 14,2 % des nouveaux-nés (34/240) faisaient partie d’une petite portée, 72,5 %
(174/240) d’une portée de taille moyenne et 13,3 % (32/240) appartenaient a une grande
portée.

Concernant le sexe des chiots, 131 étaient des femelles, les 109 autres étant des males.

Parmi les nouveaux-nés suivis, 23,8 % (57/240) présentaient un petit poids de naissance,
55,4 % (133/240) un poids de naissance moyen, et 20,8 % (50/240) un grand poids de

naissance.

Le taux de croissance moyen des chiots entre 0 et 2 jours de vie était de 7,9 % + 10,0 %
avec 56 chiots (23,3%) ayant perdu en poids sur cette période, 10 (4,2%) étant restés stables
et 174 (72,5%) ayant gagné en poids. Une corrélation positive a été observée entre le taux de
croissance des chiots jusqu’a deux jours apres la mise-bas et la variable d’étude qu’est la
concentration sérique en IgG (t = 0,46, p < 0,001) : le modele linéaire mixte s’intéressant a

cette concentration a donc été pondéré par le taux de croissance des chiots.
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Les chiots issus des chiennes du groupe « Témoin » étaient au nombre de 117 (48,8%)
tandis que 123 chiots (51,3%) étaient nés de chiennes du groupe « Levure». Les

caractéristiques des nouveaux-nés appartenant aux chiennes « Témoin » et « Levure » sont

décrites dans le tableau 10.

Tableau 10 : Caractéristiques des groupes de chiots « Témoin » et « Levure » (N=240)

N=29
Berger Australien (N=29)

Format N=88
racial Berger Allemand (N=5), Berger Blanc
L (N=179) Suisse (N=4), Bouvier Bernois (N=28),
Golden Retriever (N=13), Labrador
Retriever (N=26), Montagne des Pyrénées
(N=12)

M (N=61)

. N=13
ke 5 chiots (N=13)
Moyenne Sl
Taille de la (N=yl 52) 7 chiots (N=19), 8 chiots (N=30), 9 chiots
portée (N=38)
N=17

Grande (N=64) 10 chiots (N=10), 11 chiots (N=7)

En surpoids Nt
(N=£4) NEC 6 (N=15), NEC 7 (N=8) , NEC 8
NEC J56 *=8)
chienne Absence de N=86
surpoids — =
e NEC 4 (N=31), NEC 5 (N=55)
Petit (N=57) N=40
Poids de - =
naissance Moyen (N~133) el
Grand (N=50) N=17
Male (N=109) N=57
Sexe Femelle N=60
(N=131)
Croissance 5 7.4+11,1
L) t

(moyenne = écart-type, %)
N = effectif

N=32
Berger Australien (N=25), Dalmatien
(N=7)

N=91
Berger Blanc Suisse (N=7), Bouvier
Bernois (N=15), Boxer (N=9), Golden
Retriever (N=48), Labrador Retriever
(N=12)
N=11
4 chiots (N=7), 5 chiots (N=4)
N=65
6 chiots (N=6), 7 chiots (N=28), 8 chiots
(N=8), 9 chiots (N=23)
N=47
9 chiots (N=8), 10 chiots (N=32), 11
chiots (N=7)

N=33
NEC 6 (N=26), NEC 7 (N=7)

N=90

NEC 3 (N=32), NEC 4 (N=23), NEC 5
(N=35)

N=17
N=T3
N=33
N=52

N=T1

8,4 £ 8,7

Dans notre étude, le poids de naissance des chiots s’est révélé associé a la
supplémentation maternelle en SB : parmi les nouveaux-nés issus des chiennes du groupe
« Levure », 7,1 % (17/240) présentaient un petit poids a la naissance contre 16,7 % (40/240)
chez les chiots issus du groupe « Témoin » (p<0,001). Nous n’avons donc pas pu faire figurer
le poids de naissance et la supplémentation en levure dans un méme modele statistique :
I’influence de cette supplémentation étant le coeur de notre sujet, le poids de naissance n’est

pas inclus dans 1’ analyse statistique multivariée.
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B- Concentration en immunoglobulines

1. IgG dans le sérum des chiennes

a) A 28 jours de gestation

La moyenne de la concentration en IgG dans le sérum des 36 chiennes a 28 jours de
gestation était de 37,7 = 15,2 g/L avec une valeur minimale de 14,3 g/L et une valeur
maximale de 66,2 g/L. Prés de 38,9 % des chiennes avaient une concentration sérique en IgG

dépassant les 40 g/L (figure 12).

(o}
—

Nombre de chiennes

10 20 30 40 50 60 70

Concentration enlgG (en g/L)

Figure 12 : Répartition des chiennes selon la concentration en IgG (en g/L)

dans leur sérum a 28 jours de gestation (N=36)
Le trait vertical orange représente la moyenne. La borne inférieure de chaque intervalle est exclue
exceptée pour le premier intervalle.

N\

b) A 56 jours de gestation

Dans les 36 échantillons de sérum a 56 jours de gestation, la moyenne de la concentration
en IgG ¢était de 28,5 = 10,1 g/L avec un minimum de 13,0 g/L. et un maximum de 63,4 g/L.
Environ 63,9 % des chiennes avaient une concentration en IgG dans leur sérum inférieure a
30 g/L (figure 13).
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Figure 13 : Répartition des chiennes selon la concentration en IgG (en g/L)

dans leur sérum a 56 jours de gestation (N=36)
Le trait vertical orange représente la moyenne. La borne inférieure de chaque intervalle est exclue
exceptée pour le premier intervalle.
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¢) Evolution de la concentration sérique en IsG

D’aprés le test de Student apparié, la concentration sérique maternelle moyenne en IgG a
chuté significativement de 24,4 % entre le 28&me et le 56eme jour de gestation passant de
37,7 g/L a 28,5 g/L (p<0,001 ; figure 14).

80- a b

-24,4 %

\

Concentration en 1gG (en g/L)
#

128 J56
(N=36) (N=36)
Jour de gestation
Figure 14 : Boites 2 moustaches représentant la concentration en IgG (en g/L)
dans le sérum des chiennes au 28¢me (J28) (N=36) et
au 56éme (J56) (N=36) jour de gestation

Les composants des boites sont (de bas en haut) : minimum, premier quartile, médiane, troisiéme quartile, maximum.
Le losange blanc indique la moyenne.
Les lettres indiquent une différence de moyenne significative : deux moyennes ne partageant pas une méme lettre
sont significativement différentes (p<0,05).

La concentration sérique en IgG a diminué chez 72,2 % (26/36) des chiennes (figure 15)
avec des différences de concentration entre le 28&me et le 56¢me jours de gestation allant de

~38,5¢g/La+158g/L.
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Nombre de chiennes
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Différence de concentration en IgG (en g/L)
entre J28 et J56 de gestation

Figure 15 : Répartition des chiennes selon la différence de concentration en IgG (en g/L)
dans leur sérum entre le 28éme (J28) et le S6éme (J56) jour de gestation (N=36)

Le trait vertical orange représente la moyenne. La borne inférieure de chaque intervalle est exclue
exceptée pour le premier intervalle.
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2. Immunoglobulines dans le colostrum

a) IgG

Sur les 36 échantillons de colostrum, la moyenne de la concentration en IgG était de 51,7

+ 40,6 g/L. Les valeurs de concentration en IgG dans le colostrum s’étendaient de 6,5 g/L a
201,7 g/L. La moitié des chiennes produisait un colostrum dont la concentration en IgG ne
dépassait pas 40 g/L (figure 16). La valeur maximale de concentration en IgG dans le

colostrum (201,7 g/L) étant aberrante, elle a été retirée de notre modele statistique.
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Figure 16 : Répartition des chiennes selon la concentration en IgG (en g/L)
dans leur colostrum (N=36)
Le trait vertical orange représente la moyenne. La borne inférieure de chaque intervalle est exclue
exceptée pour le premier intervalle.
b) IgA

La moyenne de la concentration en IgA dans les 36 échantillons de colostrum était de
I’ordre de 15,7 + 12,1 g/L. La plus petite valeur de concentration en IgA était de 1,7 g/L et le
maximum ¢était de 49,5 g/L. Environ 41,7 % des chiennes avaient une concentration en IgA

dans leur colostrum inférieure a 10 g/L (figure 17).

10

Nombre de chiennes

Concentration en IgA (en g/L)

Figure 17 : Répartition des chiennes selon la concentration en IgA (en g/L)

dans leur colostrum (N=36)
Le trait vertical orange représente la moyenne. La borne inférieure de chaque intervalle est exclue
exceptée pour le premier intervalle.
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3. IgA dans le lait

La concentration moyenne en IgA dans les 34 échantillons de lait était de 15,9 + 10,6 g/L
avec des valeurs allant de 3,6 g/L a 43,0 g/L. Pres de 73,5 % des chiennes produisaient un lait
dont la concentration en IgA était inférieure a 20 g/L (figure 18).
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Nombre de chiennes

Concentration en IgA (en g/L)

Figure 18 : Répartition des chiennes selon la concentration en IgA (en g/L)
dans leur lait (N=34)

Le trait vertical orange représente la moyenne. La borne inférieure de chaque intervalle est exclue
exceptée pour le premier intervalle.

4. Evolution de la concentration en IgA dans les sécrétions lactées

Selon le test de Wilcoxon appari¢, aucune différence n’a été observée concernant
I’évolution de la concentration en IgA dans les sécrétions lactées entre le premier et le

septieme jour de lactation (p = 0,397 ; figure 19).
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Figure 19 : Boites a moustaches représentant la concentration en IgA (en g/L)
dans le colostrum (N=34) et le lait (N=34) des chiennes

Les composants des boites sont (de bas en haut) : minimum, premier quartile, médiane, troisiéme quartile, maximum.
Le losange blanc indique la moyenne.
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5. 1gG dans le sérum des chiots

La moyenne de la concentration en IgG dans le sérum des 240 chiots de notre étude était
de 11,9 £ 10,2 g/L. La concentration la plus basse atteignait 0,29 g/L tandis que la plus haute
s’¢levait a 43,5 g/L. Plus d’un tiers des chiots (33,4 %) avait une concentration sérique en IgG
inférieure a 5 g/L (figure 20). Le nombre de chiots en déficit de TIP était de 57 sur 240 soit
23,8 %.

40 60 80 100
| 1

Nombre de chiots

20

Concentration en IgG {(en g/L)

Figure 20 : Répartition des chiots selon la concentration en IgG (en g/L)
dans leur sérum (N=240)
Le trait vertical orange représente la moyenne. La borne inférieure de chaque intervalle est exclue
exceptée pour le premier intervalle.
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C- Corrélations entre les concentrations en immunoglobulines

Les corrélations testées entre les concentrations en immunoglobulines dans les différentes
matrices sont récapitulées dans le tableau 11. La corrélation entre les IgG du lait des chiennes
et du sérum des chiots n’a pas été étudiée car elle est non pertinente du fait du prélévement du

lait 5 jours apres le prélevement du sérum des chiots.

Tableau 11 : Corrélations entre les concentrations en immunoglobulines dans les différentes matrices

Concentration 1 Concentration 2 Test de corrélation Valeur du coefficient p-value (p)

IgG sérum IgG sérum £=032
chiennes J28 chiennes J56 Pearson ’
IgG sérum
chiennes 28 IgG colostrum Pearson r=0,21 -
IgG sérum
chiennes I56 IgG colostrum Pearson r=0,18 -
Différence IgG sérum
P =
chiennes J28-156 gt colostrum gRECR S -
IgG colostrum IgA colostrum r=0,55 <0,001
log log Pearson r=071 <0,001
IgA colostrum IgA lait r=0,59 <0,001
log log Pearson = 0,60 <0,001
IgG sérum IgG sérum _
chiots chiennes J28 k 8 il -
IgG sérum IgG sérum _
chiots chiennes J56 Ectean B0l -
1gG sérum Différence IgG sérum P B
chiots chiennes 128-156 carson r=-0,19
Igfm?gf;‘m 1gG colostrum Kendall 1=-0,12 -
Igsh;é)gm IgA colostrum Pearson r=-029 -

J28 : 28¢me jour de gestation ; J56 : 56¢me jour de gestation ; log : logarithme ; r : coefficient de Pearson ; 1 : coefficient de Kendall
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Deux corrélations linéaires positives ont été mises en évidence entre les concentrations en

IgG et en IgA dans le colostrum (figure 21), et entre les concentrations en IgA dans le

colostrum et le lait (figure 22).

4-

Concentration en IgA (log, en g/L)

2 3 4 5
Concentration en Ig5 (log, en g/L)

Figure 21 : Corrélation linéaire entre la concentration en IgG (log, en g/L)

et la concentration en IgA (log, en g/L) dans le colostrum (N=35)
(r=0,71 ; p<0,001)

L

Concentration en IgA
dans le lait {log, en g/L)

ra

1 2 3 4
Concentration en IgA dans le colostrum (log, en g/L)

Figure 22 : Corrélation linéaire entre la concentration en IgA (log, en g/L)

dans le colostrum et la concentration en IgA (log, en g/L) dans le lait (N=34)
(r= 0,60 ; p<0,001)

D- Effets de 1a supplémentation en levure sur les concentrations en immunoglobulines

Les résultats des analyses statistiques multivariées sont récapitulés dans 1’annexe 7.

1. IgG dans le sérum des chiennes

a) A 28 jours de gestation

A 28 jours de gestation (avant le début de la supplémentation en levure), la concentration

sérique en IgG n’était pas différente entre les deux groupes de chiennes étudiés selon le test de
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Student (p = 0,671) : elle était en moyenne de 38,7 + 14,7 g/L chez les chiennes du groupe
« Témoin » et de 36,6 = 16,0 g/L chez celles du groupe « Levure » (figure 23).

20-

Concentration en 1gG (en g/L)

Témoin Levure
(N=18) (N=18)

Figure 23 : Boites 2 moustaches représentant la concentration en IgG (en g/L)
dans le sérum des chiennes a 28 jours de gestation

selon qu’elles seront supplémentées en levure ou non (N=36)
Les composants des boites sont (de bas en haut) : minimum, premier quartile, médiane, troisiéme quartile, maximum.
Le losange blanc indique la moyenne.

Par ailleurs, I’analyse multivariée s’intéressant aux liens entre le format racial, 1’age, la
taille de la portée et la concentration sérique en IgG a 28 jours de gestation a révélé une
tendance du format racial (p<0,1 ; figure 24). En effet, les chiennes de format racial M avaient
une concentration en IgG dans leur sérum de 29,4 + 12,2 g/L contre 40,4 = 15,3 g/L chez les
chiennes de format racial L. Ainsi, bien que I’association ne soit qu’une tendance, plus la

chienne est de grande taille, plus son sérum est riche en IgG en milieu de gestation.

60 -

Concentration en 1gG (en g/L)

M L
(N=9) (N=2T7)
Format racial

Figure 24 : Boites 2 moustaches représentant la concentration en IgG (en g/L)
dans le sérum des chiennes a 28 jours de gestation

selon leur format racial (N=36)
Les composants des boites sont (de bas en haut) : minimum, premier quartile, médiane, troisiéme quartile, maximum.
Le losange blanc indique la moyenne.

b) A 56 jours de gestation

D’aprés I’analyse multivariée effectuée avec I’age, le format racial, la supplémentation, la

taille de portée et I’interaction entre ces deux derniers facteurs comme variables explicatives,
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la supplémentation en levure n’a pas eu d’effet: aucune différence significative de la
concentration en IgG dans le sérum des chiennes a 56 jours de gestation n’a été observée entre
le groupe « Témoin » dont la concentration moyenne était de 31,6 £ 11,6 g/L et le groupe

« Levure » dont la moyenne de la concentration sérique en IgG était de 25,3 + 7.5 g/L (p =

0,253 ; figure 25).

40-

Concentration en 1gG {en g/L)

Témoin Levure
(N=18) (N=18)

Figure 25 : Boites a moustaches représentant la concentration en IgG (en g/L)
dans le sérum des chiennes a 56 jours de gestation
selon qu’elles sont supplémentées en levure ou non (N=36)

Les composants des boites sont (de bas en haut) : minimum, premier quartile, médiane, troisiéme quartile, maximum.
Le losange blanc indique la moyenne.

Néanmoins, une interaction quantitative entre la supplémentation et la taille de portée a
¢t¢ mise en évidence sous forme d’une tendance (p<O0,1; figure 26) : dans le groupe
« Témoin », la concentration sérique moyenne en IgG était respectivement de 40,4 + 20,0 g/L,
31,1 £ 9,0 g/L et 21,2 + 8,0 g/L chez les chiennes attendant une petite, moyenne et grande
portée contre 23,0 £ 1,6 g/L, 24,4 + 7,9 g/LL et 27,9 + 8,7 g/L chez les chiennes du groupe

« Levure ».
Témoin (N=18) Levure (N=18)

e = ﬂ o

Peltite Moyénne Gralnde Peltite Moyénne Gralnde
(N=3) (N=13}) (N=2) (N=3) (N=9) (N=6)

Concentration en 1gG (en g/L)

Talille de portée

Figure 26 : Boites 2 moustaches représentant la concentration en IgG (en g/L)
dans le sérum des chiennes a 56 jours de gestation

selon la taille de la portée et la supplémentation en levure (N=36)
Les composants des boites sont (de bas en haut) : minimum, premier quartile, médiane, troisiéme quartile, maximum.
Le losange blanc indique la moyenne.
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Ainsi, plus la portée est grande, moins il y a d’IgG dans le sérum des chiennes
« Témoin » a 56 jours de gestation. Chez les chiennes du groupe « Levure », la concentration

sérique en IgG a 56 jours de gestation reste stable quelque soit la taille de la portée.

¢) Evolution de la concentration sérique en IeG

Suite a I’analyse statistique multivariée incluant la supplémentation, le format racial, la
taille de portée, la différence de NEC entre le 28éme et le 56éme jour de gestation, I’age des
chiennes et trois interactions (entre la supplémentation et le format racial, la supplémentation
et la différence de NEC entre J28 et J56, et la supplémentation et la taille de portée), la
supplémentation en levure seule n’a pas eu d’influence sur la différence de concentration en
IgG dans le sérum des chiennes entre 28 et 56 jours de gestation : les chiennes du groupe
« Témoin » avaient une différence de concentration sérique moyenne de - 11,2 + 15,2 g/L.
tandis que dans le sérum des chiennes du groupe « Levure », la différence de concentration en

IgG moyenne était de -7,2 = 15,7 g/L (p = 0,349 ; figure 27).

[=]

Différence de concentration en 1gG (en giL)
entre J28 et J56 de gestation

-40 -

Témoin Levure
(N=18) (N=18)

Figure 27 : Boites 2 moustaches représentant la différence de concentration en IgG
(en g/L) dans le sérum des chiennes entre 28 (J28) et 56 jours (J56) de gestation

selon qu’elles sont supplémentées en levure ou non (N=36)
Les composants des boites sont (de bas en haut) : minimum, premier quartile, médiane, troisiéme quartile, maximum.
Le losange blanc indique la moyenne.

Cependant, deux interactions quantitatives significatives comprenant la supplémentation

ont été mises en lumiére par ce mod¢le.
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La premiére interaction associée a une modification significative de la différence de
concentration sérique en IgG entre le 28&me et le 56éme jour de gestation est basée sur la
supplémentation en levure et le format racial (p<0,05 ; figure 28) : dans le groupe « Témoin »,
la moyenne de la différence de concentration sérique en IgG était de 5,7 + 8,2 g/L chez les
chiennes de format racial M contre -16,0 + 13,1 g/L chez les chiennes de format racial L.
Chez les chiennes du groupe « Levure », celles de format racial M avaient une différence de
concentration moyenne de -5,9 £ 19,0 g/L alors que la moyenne de la différence de
concentration en IgG dans le sérum des chiennes de format racial L était de -7,7 + 15,1 g/L.

Format racial M Format racial L

(N=9) (N=25)
20- a ab b ab

Différence de concentration en 1gG {en g/L)
entre J28 et J56 de gestation

-40-
Térrlmin Le\.rlure Térrlmin Levlure
(N=4) (N=5) (N=14) (N=13)
Figure 28 : Boites a moustaches représentant la différence de concentration en IgG
(en g/L) dans le sérum des chiennes entre 28 (J28) et 56 jours (J56) de gestation

selon leur format racial et la supplémentation en levure (N=36)
Les composants des boites sont (de bas en haut) : minimum, premier quartile, médiane, troisiéme quartile, maximum.
Le losange blanc indique la moyenne.
Les lettres indiquent une différence de moyenne significative : deux moyennes ne partageant pas une méme lettre
sont significativement différentes (p<0,05).

Ainsi, dans le groupe « Témoin», plus la chienne est de grande taille, plus la
concentration sérique en IgG entre le 28¢me et le 56¢me jour de gestation chute. Chez les
chiennes du groupe « Levure », le format racial n’est pas associ¢ a une diminution de la

concentration en IgG dans leur sérum entre le milieu et la fin de gestation.
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La deuxiéme interaction associée a un changement significatif de la différence de
concentrations en IgG dans le sérum maternel entre 28 et 56 jours de gestation repose sur la
supplémentation en levure et la variation d’état corporel durant cette période (p<0,01 ; figure
29). Les chiennes du groupe « Témoin » ayant perdu en état corporel avaient une différence
de concentration moyenne de -17,3 £ 19,8 g/L alors que celles dont I’état corporel est resté
stable ou a augmenté avaient une différence de concentration moyenne de -8,9 + 13,2 g/L.
Dans le groupe « Levure », la moyenne de la différence de concentration sérique en IgG chez
les chiennes ayant perdu en état corporel entre le 28¢me et le S56¢me jour de gestation était de
5,9 £ 6,3 g/L contre -15,6 £ 14,1 g/L chez les chiennes ayant un état corporel stable ou

augmente.
Perte Etat corporel
d'état corporel (N=12) stable ou augmenté (N=24)

20- a

'
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Différence de concentration en 1gG (en giL)
entre J28 et J56 de gestation

Térrlmin Levlure Térrlmin Le\.rlure
(N=5) (N=T) (N=13) (N=11)
Figure 29 : Boites 2 moustaches représentant la différence de concentration en IgG
(en g/L) dans le sérum des chiennes entre 28 (J28) et 56 jours (J56) de gestation
selon la variation d’état corporel et la supplémentation en levure (N=36)

Les composants des boites sont (de bas en haut) : minimum, premier quartile, médiane, troisiéme quartile, maximum.
Le losange blanc indique la moyenne.
Les lettres indiquent une différence de moyenne significative : deux moyennes ne partageant pas une méme lettre
sont significativement différentes (p<0,05).
Ainsi, dans le groupe « Témoin », la variation d’état corporel n’est pas associée a une
diminution de la concentration en IgG dans le sérum des chiennes entre le milieu et la fin de
la gestation alors que, dans le groupe « Levure », plus 1’état corporel diminue au cours de la

gestation, moins la concentration sérique en IgG chute.
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Par ailleurs, le mode¢le statistique a montré une tendance d’une association entre la taille
de portée et la différence de concentration en IgG dans le sérum des chiennes entre 28 et 56
jours de gestation (p<O0,1 ; figure 30). Les chiennes attendant une petite portée ont vu leur
concentration en IgG dans le sérum diminuer de -14,8 = 14,3 g/L entre le 28&me et le 56¢me
jour de gestation contre -8,3 + 14,8 g/L et -7,4 +18,5 g/L pour celles allant donner naissance

respectivement a une moyenne et une grande portée.

20-
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Taille de portée

Figure 30 : Boites 2 moustaches représentant la différence de concentration en IgG
(en g/L) dans le sérum des chiennes entre 28 (J28) et 56 jours (J56) de gestation
selon la taille de la portée (N=36)

Les composants des boites sont (de bas en haut) : minimum, premier quartile, médiane, troisiéme quartile, maximum.
Le losange blanc indique la moyenne.

Ainsi, plus la portée attendue par une chienne est grande, moins sa concentration sérique

en IgG chute entre le milieu et la fin de gestation.

2. Immunoglobulines dans le colostrum

a) IgG

La concentration en IgG dans le colostrum n’a pas été influencée par la supplémentation
en levure : elle était de 48,9 + 31,2 g/L chez les chiennes du groupe « Témoin » et de 46,0 +

33,4 g/L chez les chiennes du groupe « Levure » (p = 0,900 ; figure 31).
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Témoin Levure
(N=17) (N=18)
Figure 31 : Boites a moustaches représentant la concentration en IgG (en g/L)
dans le colostrum des chiennes selon qu’elles sont supplémentées en levure ou non (N=35)
Les composants des boites sont (de bas en haut) : minimum, premier quartile, médiane, troisiéme quartile, maximum.
Le losange blanc indique la moyenne.
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Parmi 1’4ge et le format racial étudiés dans le modele multivarié en plus de la
supplémentation, le format racial de la chienne était associ¢ a une différence significative de
concentration en IgG dans le colostrum (p<0,05 ; figure 32) : les chiennes de format racial L
avaient une concentration moyenne en IgG dans le colostrum de 54,5 + 31,2 g/L alors que

celle des chiennes de format racial M était de 27,0 + 25,8 g/L.
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Figure 32 : Boites 2 moustaches représentant la concentration en IgG (en g/L)
dans le colostrum des chiennes selon leur format racial (N=35)
Les composants des boites sont (de bas en haut) : minimum, premier quartile, médiane, troisiéme quartile, maximum.
Le losange blanc indique la moyenne.
Les lettres indiquent une différence de moyenne significative : deux moyennes ne partageant pas une méme lettre
sont significativement différentes (p<0,05).

L’age de la chienne était également associé sous forme d’une tendance a la concentration
en IgG dans le colostrum (p<0,1; figure 33): la concentration colostrale en IgG était
respectivement de 26,7 + 17,4 g/L, 62,1 + 29,6 g/L et 56,8 + 37,1 g/L chez les chiennes de
moins de 3 ans, entre 3 et 4 ans, et de plus de 4 ans.
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Age (en années)
Figure 33 : Boites a moustaches représentant la concentration en IgG (en g/L)

dans le colostrum des chiennes selon leur dge (N=35)
Les composants des boites sont (de bas en haut) : minimum, premier quartile, médiane, troisiéme quartile, maximum.
Le losange blanc indique la moyenne.

Ainsi, plus une chienne est de grande taille, plus son colostrum est riche en IgG. Bien que
cela ne soit qu’une tendance, la concentration en IgG dans le colostrum augmente aussi avec

I’age de la chienne jusqu’a 4 ans.

58



b) IgA

Le modele statistique multivarié comprenant la supplémentation en levure, le format
racial et ’age des chiennes n’a montré aucune différence significative de la concentration en
IgA dans le colostrum entre le groupe « Témoin» et le groupe « Levure » : le groupe
« Témoin » avait une concentration colostrale moyenne en IgA de 14,4 + 11,8 g/L alors que
les chiennes du groupe « Levure » avaient une concentration moyenne en IgA dans leur

colostrum de 16,9 + 12,6 g/L (p = 0,285 ; figure 34).
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Figure 34 : Boites 2 moustaches représentant la concentration en IgA (en g/L)

dans le colostrum des chiennes selon la supplémentation en levure (N=36)
Les composants des boites sont (de bas en haut) : minimum, premier quartile, médiane, troisiéme quartile, maximum.
Le losange blanc indique la moyenne.

Tout comme pour la concentration en IgG dans le colostrum, le format racial et la
concentration en IgA dans le colostrum étaient significativements associés (p<0,05 ; figure
35). Les chiennes de format racial L avaient une concentration moyenne en IgA dans le

colostrum de 18,2 = 12,8 g/L tandis que celle des chiennes de format racial M était de 8,0 £
4,8 g/L.
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Figure 35 : Boites a moustaches représentant la concentration en IgA (en g/L)

dans le colostrum des chiennes selon leur format racial (N=36)
Les composants des boites sont (de bas en haut) : minimum, premier quartile, médiane, troisiéme quartile, maximum.
Le losange blanc indique la moyenne.
Les lettres indiquent une différence de moyenne significative : deux moyennes ne partageant pas une méme lettre
sont significativement différentes (p<0,05).
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De plus, une tendance d’une association entre 1’dge des chiennes et la concentration en
IgA dans le colostrum était montrée par le modele statistique (p<0,1 ; figure 36) : les chiennes
agées de moins de 3 ans avaient une concentration moyenne de 8,3 + 6,1 g/L contre 23,2 +
13,7 g/L pour les chiennes ayant entre 3 et 4 ans, et 15,6 = 10,5 g/L chez les chiennes de plus

de 4 ans.
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Figure 36 : Boites a moustaches représentant la concentration en IgA (en g/L)

dans le colostrum des chiennes selon leur dge (N=36)
Les composants des boites sont (de bas en haut) : minimum, premier quartile, médiane, troisiéme quartile, maximum.
Le losange blanc indique la moyenne.

La concentration en IgA dans le colostrum augmente donc avec la taille et 1’age de la

chienne jusqu’a 4 ans.

3. IgA dans le lait

L’ANCOVA incluant la supplémentation, le format racial, I’age et la NEC au 56¢me jour
de gestation a mis en évidence une tendance a I’amélioration de la concentration en IgA dans
le lait par la supplémentation en levure (p<0,1 ; figure 37): dans le groupe « Témoin », la
concentration lactée moyenne en IgA était de 14,3 + 9,4 g/L contre 17,4 + 11,8 g/L chez les
chiennes du groupe « Levure ».
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Figure 37 : Boites a moustaches représentant la concentration en IgA (en g/L)
dans le lait des chiennes selon qu’elles sont supplémentées en levure ou non (N=34)
Les composants des boites sont (de bas en haut) : minimum, premier quartile, médiane, troisiéme quartile, maximum.
Le losange blanc indique la moyenne.
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De plus, I’analyse multivariée a permis d’objectiver une association significative entre
I’age de la chienne et la concentration en IgA dans le lait (p<0,01 ; figure 38) : les chiennes de
moins de 3 ans, ayant entre 3 et 4 ans et de plus de 4 ans avaient une concentration moyenne
en IgA dans le lait respectivement de 8,3 +2,8 g/L, 21,2+ 10,3 g/L et 19,5+ 12,6 g/L.
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Figure 38 : Boites 2 moustaches représentant la concentration en IgA (en g/L)
dans le lait des chiennes selon leur age (N=34)
Les composants des boites sont (de bas en haut) : minimum, premier quartile, médiane, troisiéme quartile, maximum.
Le losange blanc indique la moyenne.
Les lettres indiquent une différence de moyenne significative : deux moyennes ne partageant pas une méme lettre
sont significativement différentes (p<0,05).

La concentration lactée en IgA était également associée au format racial de maniére
significative (p<0,05 ; figure 39). Les chiennes de format racial L avaient une concentration

moyenne en IgA dans le lait de 17,8 = 11,3 g/L tandis que celle des chiennes de taille M était
de 9,5+3,2 g/L.
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Figure 39 : Boites 2 moustaches représentant la concentration en IgA (en g/L)
dans le lait des chiennes selon leur format racial (N=34)
Les composants des boites sont (de bas en haut) : minimum, premier quartile, médiane, troisiéme quartile, maximum.
Le losange blanc indique la moyenne.
Les lettres indiquent une différence de moyenne significative : deux moyennes ne partageant pas une méme lettre
sont significativement différentes (p<0,05).
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Enfin, la NEC a 56 jours de gestation et la concentration en IgA dans le lait étaient
significativement associées (p<0,05 ; figure 40) : chez les chiennes en surpoids a 56 jours de
gestation, la concentration moyenne en IgA dans le lait était de 14,1 + 8,9 g/LL contre 21,8 +
13,9 g/L chez les chiennes en absence de surpoids au 56€éme jour de gestation.
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Figure 40 : Boites a moustaches représentant la concentration en IgA (en g/L)

dans le lait des chiennes selon leur état corporel au 56éme jour (J56) de gestation (N=34)
Les composants des boites sont (de bas en haut) : minimum, premier quartile, médiane, troisiéme quartile, maximum.
Le losange blanc indique la moyenne.
Les lettres indiquent une différence de moyenne significative : deux moyennes ne partageant pas une méme lettre
sont significativement différentes (p<0,05).

Par conséquent, la concentration en IgA dans le lait augmente avec la supplémentation en
levure, avec le format racial et avec 1’age de la chienne jusqu’a ce qu’elle atteigne 4 ans. Au

contraire, un exces pondéral en fin de gestation diminue la concentration lactée en IgA.
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4. I1G dans le sérum des chiots

Dans le modéle linéaire mixte prenant en compte la supplémentation en levure, le format
racial des chiots et I’interaction entre ces deux facteurs, la supplémentation n’a pas eu d’effet
sur la concentration en IgG dans le sérum des chiots a 2 jours de vie : aucune différence
significative de la concentration sérique en IgG n’a été observée entre les chiots nés des
chiennes appartenant au groupe « Témoin » et ceux issus des chiennes du groupe « Levure »
(p = 0,302 ; figure 41). La concentration sérique moyenne en IgG 2 jours post-partum était de
10,7 £ 9,1 g/L chez les chiots dont les meres appartiennent au groupe « Témoin » et de 13,0 +

11,0 g/L chez les chiots dont les meres appartiennent au groupe « Levure ».
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(N=11T7) (N=123)

Figure 41 : Boites 2 moustaches représentant la concentration en IgG (en g/L)

dans le sérum des chiots selon que leur mére est supplémentée en levure ou non (N=240)
Les composants des boites sont (de bas en haut) : minimum, premier quartile, médiane, troisiéme quartile, maximum.
Le losange blanc indique la moyenne.
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Cependant, I’interaction entre la supplémentation en levure et le format racial s’est
révélée associée a la concentration en IgG dans le sérum des chiots (p<0,05 ; figure 42). En
effet, les chiots de format racial M dont les meres font partie du groupe « Témoin » avaient
une concentration sérique en IgG de 4,8 + 4,6 g/L contre 15,9 + 8,4 g/L chez les chiots de
format racial M dont les meres appartiennent au groupe « Levure ». Chez les chiots de format
racial L, les concentrations en IgG dans leur sérum étaient respectivement de 12,3 £ 9,5 g/L et
de 12,0 £ 11,6 g/L chez les chiots nés de chiennes du groupe « Témoin » et ceux mis au
monde par des chiennes du groupe « Levure ».

Format racial M Format racial L
(N=61) (N=179)

40 -

10- .

Concentration en 1gG {en g/L)

Térrlmin Levlure Térrlmin Levlure

(N=29) (N=32) (N=88) (N=91)
Figure 42 : Boites a moustaches représentant la concentration en IgG (en g/L)
dans le sérum des chiots selon que leur mére est supplémentée en levure ou non

et selon leur format racial (N=240)
Les composants des boites sont (de bas en haut) : minimum, premier quartile, médiane, troisiéme quartile, maximum.
Le losange blanc indique la moyenne.
Les lettres indiquent une différence de moyenne significative : deux moyennes ne partageant pas une méme lettre
sont significativement différentes (p<0,05).

Ainsi, la supplémentation en levure des chiennes de format racial M pendant la gestation
et la lactation a permis d’augmenter la concentration sérique en IgG de leurs chiots a 2 jours

de vie.
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En s’intéressant cette fois-ci au déficit de TIP a travers le modele linéaire mixte
généralisé faisant intervenir la supplémentation en levure, le format racial, I’interaction entre
ces deux variables et la concentration en IgG dans le colostrum, nous avons constaté que la
supplémentation en levure n’avait pas eu de conséquence sur le risque de chiots en déficit de
TIP deux jours apres leur naissance (p=0,137 ; figure 43) : parmi les chiots nés de chiennes du
groupe « Témoin », environ 24,1 % (27/112) étaient en déficit de TIP et chez les chiots issus

de chiennes du groupe « Levure », cette proportion s’¢levait a 24,4 % (30/123).
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Figure 43 : Proportion de chiots (en %) en déficit de transfert d’immunité passive (TIP)
selon que leur mére est supplémentée en levure ou non (N=235)

Néanmoins, I’interaction entre la supplémentation en levure et le format racial, et la
proportion de chiots en déficit de TIP deux jours apres la mise-bas sont associés (p<0,05 ;
figure 44) : chez les chiots de format racial M, un seul était en déficit de TIP (soit 0,03%
(1/32)) dans le groupe « Levure » contre 15 nouveaux-nés (52% (15/29)) en déficit de TIP
dans le groupe « Témoin ». Pour les chiots de format racial L, 14 % (12/83) étaient en déficit

de TIP chez les chiots du groupe « Témoin » contre 32 % (29/91) chez les chiots du groupe

« Levure ».
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Figure 44 : Proportion de chiots (en %) en déficit de transfert d’immunité passive (TIP)
selon que leur mére est supplémentée en levure ou non

et selon leur format racial (N=235)
Les lettres indiquent une différence d’odd-ratio significative : deux odd-ratio ne partageant pas une méme lettre
sont significativement différents (p<0,05).
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Par conséquent, la supplémentation en levure des chiennes de format racial M diminue le
risque d’avoir des chiots en déficit de TIP, ce qui n’est pas le cas chez les chiots de format

racial L.

Enfin, le mode¢le linaire mixte généralisé a dévoilé une tendance d’association entre la
concentration en IgG dans le colostrum et le nombre de chiots en déficit de transfert
d’immunité passive (p<0,l ; figure 45): la concentration en IgG dans le colostrum des
chiennes dont les chiots étaient en déficit de TIP était en moyenne de 47,0 + 46,8 g/L contre

32,1 £ 31,4 g/L dans le colostrum des chiennes dont les chiots n’étaient pas en déficit de TIP.

100-

Concentration en 1gG
dans le colostrum (en g/L)

Olui Ntlm
(N=5T7) (N=178)

Déficit de TIP

Figure 45 : Boites 2 moustaches représentant la concentration en IgG (en g/L)
dans le colostrum des chiennes selon que leurs chiots sont

en déficit de transfert d’immunité passive (TIP) ou non (N=235)
Les composants des boites sont (de bas en haut) : minimum, premier quartile, médiane, troisieéme quartile, maximum.
Le losange blanc indique la moyenne.

Ainsi, plus le colostrum d’une chienne est riche en IgG, plus les chiots ont tendance a étre

en déficit de TIP.
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IV. Discussion et perspectives

A- Limites de I’étude

1. La population

Notre étude a porté sur 36 chiennes et 240 chiots de neuf races différentes appartenant au
méme ¢levage canin. Il n’est donc pas possible d’extrapoler nos résultats a I’ensemble de la
population canine. Néanmoins, le nombre d’individus et de races étudiés demeure supérieur a

celui d’autres publications sur le méme théme (fableau 12).

Tableau 12 : Effectifs et races inclus dans différentes études s’intéressant a la supplémentation en pré- ou
probiotiques et aux facteurs de variation du transfert d’immunité passive ou des concentrations en
immunoglobulines dans les sécrétions lactées — Syntheése bibliographique

Supplémentation en

prébiotiques et/ou en Autres facteurs de variation
probiotiques
Adogony | Alonge et [ Bertieri, | Coinus, | Mila et | Albaret, | Aggouni, | Viaud,
et al., 2007 | al., 2020 2012 2014 al., 2015 2016 2016 2018
Nombre de
chlennes
Nombre de Non Non Non Non Non
précisé 122 étudiés étudiés étudiés étudiés 657 34 240

1 1 1 10 13 16 17 1 9
races

De plus, les chiens appartenant a un seul et méme ¢élevage, nous avons pu tester les effets
de la levure SB sur les concentrations en immunoglobulines dans les sérums des chiennes et
des chiots et, dans les sécrétions lactées, en s’affranchissant de biais liés a 1’environnement

(microbisme, alimentation, vaccination, logement...).

Les chiennes appartiennent a deux formats raciaux différents (M et L) mais les effectifs
de chaque format sont déséquilibrés avec seulement un quart des chiennes de taille M (9
chiennes sur 36). Nous pouvons également regretter I’absence de chiennes de petite taille qui
nous auraient permis d’approfondir les effets croisés entre le format racial et la

supplémentation en levure.

2. Le délai de prélévements aprés la mise-bas

Les prélévements de colostrum n’ont pas été réalisés a une heure fixe apreés la mise-
bas mais entre 24 et 48 heures apres 1’expulsion du premier chiot. Ceci est particuliérement
préjudiciable pour évaluer les concentrations en IgG dans le colostrum. En effet, la
concentration en IgG chute rapidement post-partum : en 24 heures, la concentration en IgG
dans le colostrum diminue de 60 % par rapport a la concentration relevée dans les premieres
heures apres la mise-bas et elle chute encore de 15 % a 48 heures aprés la mise-bas (Albaret,

2016). Le délai variable de prélévements du colostrum apres la mise-bas est donc responsable

67



en partie de la variabilit¢ des concentrations colostrales en IgG dans notre étude. Ce délai
n’est pas aussi important a considérer pour étudier les concentrations en IgA puisqu’elles

restent stables au cours de la lactation (Bertieri, 2012).

Ayant ¢été réalisée dans de vraies conditions d’¢élevage et non dans un centre
d’expérimentation, 1’étude ne permettait pas de rester sur place 24 heures sur 24 ce qui

explique la période large de prélévements.

3. Les immunoglobulines non dosées

Les immunoglobulines M (IgM) et E (IgE) n’ont pas été dosées bien que le colostrum et
le lait en contiennent (Tizard, 2018). Ce choix a été motivé par la faible part qu’occupent les
IgM et les IgE parmi les immunoglobulines totales des sécrétions mammaires (seulement 1 %

pour les IgM (Viaud, 2018) et les IgE sont indétectables (Chastant-Maillard et al., 2010)).

Nous avons décidé de doser les IgG uniquement dans le colostrum : en effet, au septiéme
jour apres la mise-bas (date de nos prélévements), leur concentration est faible dans le lait
atteignant 3,1 = 4,2 g/L (Albaret, 2016). De plus, étudier leur concentration a ce temps de
lactation ne représente que peu d’intérét puisque le TIP n’est plus efficace du fait de la
fermeture de la barriere intestinale du chiot au bout de 16 heures de vie. Le nouveau-né ne

bénéficiera donc pas des IgG contenues dans le lait de la mere.

4. Posologie de la supplémentation en levure

Du fait du conditionnement de la levure dans des gélules, les chiennes n’ont pas recu la
méme dose par kilogramme. Celle-ci a en effet varié entre 4,7 mg/kg/j soit 3,4x10” CFU/kg/j
pour la plus lourde des chiennes et 11,1 mg/kg/j soit 6,8x107 CFU/kg/j pour la plus petite.
Aucune recommandation précise n’existe concernant la posologie a administrer afin d’obtenir
des effets de la levure SB sur le microbiote intestinal et donc sur les concentrations en
immunoglobulines sériques de la chienne et dans ses sécrétions lactées. Pour démontrer un
effet bénéfique de SB sur les entéropathies chroniques, D’Angelo et al. (2018) avaient eu
recours a des doses plus élevées de ’ordre de 2x10° CFU/kg/jour. Meineri et al. (2022)
avaient également utilisé une posologie plus importante de levure SB a 1x10° CFU/kg/j pour

observer son impact positif sur I’inflammation intestinale et le stress de I’animal.
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B- Résultats

1. Concentration en immunoglobulines

a) IeG dans le sérum des chiennes

Peu d’études se sont intéressées a la concentration sérique en IgG chez la chienne pendant

la gestation.

Notre travail révele des concentrations sériques en IgG supérieures a celles objectivées
dans la littérature : en milieu de gestation, la moyenne de la concentration en IgG dans le
sérum des chiennes d’Alonge et al. (2020) n’ayant pas encore recu de pré- et probiotiques
¢tait de 4,4 + 2,8 g/L contre 37,7 = 15,2 g/L dans notre étude. A la mise-bas, la concentration
sérique en IgG des chiennes était en moyenne de 8,1 + 4,3 g/L pour Mila et al. (2015) et de
3,0 £ 1,3 g/L chez les chiennes du groupe « Témoin» d’Alonge et al. (2020) soit
respectivement 3,5 fois et 9 fois moins que celle que nous avons mesurée en fin de gestation

dans notre groupe « Témoin » (31,6 + 11,6 g/L).

Tout comme Alonge et al. (2020) et Lierman et al. (2024), nous avons mis en évidence
une diminution de la concentration sérique en IgG au cours de la gestation de la chienne.
Cette chute peut s’expliquer par le transfert des IgG du sang vers la glande mammaire ou elles
se concentrent en toute fin de gestation. La baisse de la concentration sérique en IgG pendant
la gestation est un processus connu depuis longtemps chez la truie (Bourne et al., 1973) et

chez la vache (Godden, 2008).

b) Immunoglobulines dans les sécrétions lactées

i. IgG
Les chiennes du groupe « Témoin » de notre étude produisent un colostrum plus riche en
IgG (48,9 + 31,2 g/L) comparé a d’autres études menées dans 1’espéce canine (Viaud, 2018 :
40,8 = 17,3 g/L; Albaret, 2016 : 40,2 + 12,8 g/L). En accord avec la littérature, nos
concentrations demeurent inférieures a celles relevées chez d’autres espéces domestiques :
62,0 = 23,8 g/L chez le chat (Claus et al., 2006) ou encore 75,9 + 17,4 g/L chez la truie (Hasan
etal., 2019).
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Nous notons également une forte variabilité inter-individuelle dans nos résultats : un
facteur 14,8 sépare nos concentrations extrémes en IgG dans le groupe « Témoin». La
littérature confirme une variabilité de la qualit¢ immunologique du colostrum entre chiennes

importante (tableau 13).

Tableau 13 : Variabilité inter-individuelle de la concentration moyenne en IgG dans le
colostrum de différentes études — Synthése bibliographique

_ Mila et al., 2015 | Aggouni, 2016 | Viaud, 2018 Notre étude

Ratio entre les
concentrations 52 222 43 14,8

extrémes en IgG
dans le colostrum

De grandes différences de concentrations en IgG dans le colostrum sont également
relevées chez d’autres espéces : entre deux ¢levages de truies, la concentration colostrale
moyenne en IgG peut doubler passant de 54,8 + 4,8 g/L a 105,8 + 3,6 g/L (Hasan et al., 2019).
Dans le colostrum de vaches, Silva-del-Rio et al. (2017) ont également obtenu des

concentrations en IgG séparées d’un facteur 7, allant de 23,7 g/l a 172,9 g/L.
ii. IgA
Le colostrum et le lait que nous avons dosés dans le groupe « Témoin » sont également
plus concentrés en IgA que dans d’autres études s’intéressant aux sécrétions lactées canines.

La variabilité de la concentration en IgA dans les sécrétions mammaires également observée a

I’issue de notre travail se confirme dans la littérature (tableau 14).

Tableau 14 : Concentration en IgA (en g/L, moyenne + écart-type) dans les sécrétions lactées
de chiennes — Synthése bibliographique

Sécrétions lactées Bertieri, 2012 Albaret, 2016
133£19 153460 1444118
7’8 i 2’0 8’6 i 4’1 14,3 i 9,4

De méme que Bertieri (2012), il semble d’aprés nos résultats que la concentration en IgA

demeure stable au cours de la lactation y compris chez les chiennes « Témoin ». Ce bilan
differe de I’¢tude d’Albaret (2016) dans laquelle des différences significatives de
concentrations en IgA entre certains temps de lactation ont été trouvées. Néanmoins, nos
propos sont & modérer puisque nous possédons des données pour seulement deux temps de
lactation alors qu’Albaret (2016) a multiplié les prélévements entre 4 heures apres la mise-bas

et 7 jours post-partum.
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¢) IgG dans le sérum des chiots

Comme le reste des concentrations en immunoglobulines dosées dans notre étude, la
concentration en IgG dans le sérum de nos chiots du groupe « Témoin » est plus élevée que

celles mesurées dans la littérature (fableau 15).

Tableau 15 : Concentration en IgG (en g/L, moyenne + écart-type) dans le sérum des chiots a 2
jours de vie — Synthése bibliographique

_ Mila et al., 2014 | Aggouni, 2016 Viaud, 2018 Notre étude

Concentration en IgG
dans le sérum des 6,1* 5043 8,8+28 10,7 £ 9,1

chiots

*¢cart-type non communiqué

Les concentrations sériques en IgG varient grandement entre les chiots d’aprés Gonnier et
Rossig (allant de 0,21 g/L a 24,6 g/L dans leur étude), de méme que dans 1’espece féline
(Claus et al., 2006) et chez les porcelets (Devillers et al., 2011). Nos résultats ne font pas

exception avec des concentrations s’étendant de 0,29 g/L a 43,5 g/L.

Aucune prévalence réelle du déficit de TIP n’a encore été mesurée dans 1’espéce canine.
Le nombre de chiots en déficit de TIP varie fortement entre les élevages mais la prévalence
que nous avons mesurée dans le groupe « Témoin » de notre travail se rapproche de celle mise

en évidence dans d’autres études (fableau 16).

Tableau 16 : Prévalence de chiots en déficit de transfert d’immunité passive (TIP) (en %) —
Synthése bibliographique

Gooding et . . .

dé(f:i:ii':] ?ee;m = 17,4 31,1 23,1
(7/20) (26/149) (204/657) (71117)

(en %)

2. Liens entre les concentrations en immunoglobulines

a) IgG dans le sérum des chiennes et dans le colostrum

Dans notre étude, le colostrum est environ 1,8 fois plus concentré en IgG que le sérum
des chiennes a 56 jours de gestation. Ce rapport est moins ¢levé comparé aux résultats de Mila
et al. (2015) et d’Alonge et al. (2020) pour lesquels les ratios étaient respectivement de 2,8 et
de 4. Cependant, le colostrum a été prélevé tardivement selon les chiennes et le sérum a été

collecté avant la mise-bas dans notre travail.

Par ailleurs, aucune corrélation n’a été montrée entre les concentrations en IgG dans le
sérum pendant la gestation et le colostrum des chiennes. Ce constat rejoint 1’analyse de
Bertieri (2012), de Gonnier et Rossig (2013) et de Mila et al. (2015) qui ont noté 1’absence

d’association entre les concentrations en IgG du sérum maternel et du colostrum dans I’espece
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canine. Cela pourrait s’expliquer par les récepteurs FcRn au niveau de la glande mammaire
qui conditionnent la concentration colostrale en IgG a la différence de la concentration
sérique. Une autre hypotheése pouvant expliquer I’absence de mise en évidence d’une
corrélation entre ces deux concentrations est le moment du prélévement du colostrum qui a
varié entre les chiennes et qui a eu lieu aprés tétée(s) des chiots : étudier les concentrations en
IgG dans le sérum et le colostrum des chiennes directement aprés la mise-bas (et plus

précisément avant la tétée du premier chiot) serait intéressant.

Dans I’espece porcine, les résultats divergent selon les études : aucun lien n’a été
démontré par Foisnet et al. (2010) contrairement a Segura et al. (2020). Dans I’espece féline,
les concentrations sériques maternelles et colostrales en IgG seraient bien associées (Claus et

al., 2006).

b) 1¢G et IgA dans le colostrum

Nous avons démontré dans notre analyse que les concentrations en IgG et en IgA du
colostrum étaient positivement corrélées : plus une chienne a une concentration colostrale en
IgG ¢élevée, plus celle en IgA est importante. Albaret (2016) a également mis en avant ce
résultat dans I’espéce canine et il en est de méme chez la vache (Costa et al., 2021). Ce
constat peut s’expliquer par I’origine des IgG et des IgA dans le colostrum : en effet, au tout
début de la lactation, ces deux classes d’immunoglobulines sont transférées du sérum
maternel dans le colostrum par les récepteurs FcRn de la glande mammaire (Tizard, 2018).
Dans I’espéce porcine, seules les IgG et les [gM colostrales sont corrélées (Segura et al.,
2020) car, chez les porcins, les IgA colostrales proviendraient majoritairement d’une synthése

mammaire locale et non pas de la circulation générale contrairement aux IgG et aux IgM.

L’existence d’une telle corrélation entre différentes classes d’immunoglobulines du
colostrum canin suggere qu’en développant une stratégie d’amélioration de la concentration
d’un seul isotype, les teneurs de toutes les immunoglobulines colostrales seront impactées

positivement.

¢) IgA dans le colostrum et dans le lait

A TI’issue de notre travail, il apparait qu’une chienne ayant une concentration élevée en
IgA dans le colostrum produit également un lait riche en IgA. Ce résultat est a mettre en
relation avec le mécanisme de synthése de ces immunoglobulines dans les sécrétions lactées :
pour le colostrum comme pour le lait, une population de « plasma cells » mammaire produit
localement les IgA (Spencer et al., 2007). Mais, dans le colostrum, les IgA proviennent

également pour moitié du sérum maternel et sont transférées par les récepteurs FcRn dont
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I‘expression diminue au cours de lactation (Tizard, 2018). Nous pouvons donc supposer que
le pool de plasmocytes mammaires produisant les IgA augmente entre la colostrégnése et la

lactogénese stabilisant ainsi la concentration en IgA dans les sécrétions lactées.

D’apres cette corrélation, améliorer la concentration en IgA dans le colostrum aurait des
répercussions bénéfiques sur la concentration en IgA pendant toute la lactation de la chienne.
Des ¢études approfondies sur les mécanismes de régulation des « IgA producing plasma cells »

et des récepteurs FcRn seraient intéressantes.

d) I¢G dans le colostrum et dans le sérum des chiots

Aucune corrélation entre les concentrations en IgG dans le colostrum de nos chiennes et
dans le sérum de nos chiots a 2 jours de vie n’a été mise en relief. Néanmoins, nous avons
constaté qu’une concentration colostrale ¢levée en IgG était associée a une augmentation
légere du risque d’un déficit de TIP. Ce bilan qui peut paraitre étonnant au premier abord
trouverait son explication dans le biais représenté par la quantité de colostrum ingérée par les
chiots pendant les deux premiers jours de vie. En effet, il s’avére que la concentration en IgG
dans le colostrum des chiennes dont les chiots n’ont pas pris ou ont perdu du poids entre 0 et 2
jours post-partum est en moyenne de 52,2 + 24,8 g/L contre 43,5 + 31,9 g/L dans le colostrum
des chiennes dont les chiots ont pris du poids sur cette période. Le taux de croissance permet
d’approcher la quantit¢ de colostrum ingérée. Ainsi, nous pouvons formuler 1’hypothése
suivante : la concentration en IgG dans le colostrum des chiennes dont la progéniture est en
déficit de TIP est €élevée car les chiots en déficit de TIP ont tété moins que les chiots dont le

TIP s’est bien déroulé.

Le lien entre la concentration colostrale en IgG et la concentration en IgG dans le sérum
des chiots n’est pas encore bien établi dans I’espece canine : Viaud (2018) a montré que plus
le colostrum maternel était riche en IgG, plus 'immunoglobulinémie des chiots a deux jours
d’age était élevée alors que Mila et al. (2014) et Aggouni (2016) n’ont pas objectivé de
relation entre ces deux concentrations. Celle-ci est pourtant bien avérée dans les especes
porcine (Devillers et al., 2011) et bovine (Beam et al., 2009). Dans notre étude, il est possible
une nouvelle fois que la réalisation plus ou moins tardive des prélévements de colostrum
masque une corrélation entre la concentration en IgG dans le colostrum et celle dans le sérum

des chiots a deux jours de vie.

e) IeG dans le sérum des chiennes et des chiots

A travers notre étude, nous n’avons pas mis en évidence de corrélation ni d’association

entre les concentrations sériques en IgG des chiennes et des chiots contrairement au résultat
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de Gonnier et Rossig (2013) ou encore de Claus et al. (2006) chez les chatons. En effet, de
trop nombreux parameétres rentrent en jeu que ce soit la quantité d’IgG dans le colostrum, la

quantité de colostrum tétée ou encore le moment de la tétée.

3. Facteurs de variation des concentrations en immunoglobulines

a) Le format racial

Suite a notre analyse, il s’avére que le format racial et la concentration en IgG dans le
sérum des chiennes au milieu de la gestation, de méme que la cinétique de cette concentration
entre le milieu et la fin de gestation, sont associés : plus la chienne est de grande taille, plus la
concentration en IgG dans le sérum a 28 jours de gestation est élevée et plus cette
concentration chute entre 28 et 56 jours de gestation. Aucune étude ne s’est intéressée aux
facteurs de variation des concentrations en immunoglobulines dans le sérum de chiennes au
cours de la gestation. Notre résultat constitue donc un réel apport de connaissance. En dehors
de la gestation, Dall’Ara et al. (2023) ont également montré que les chiens de format racial L
avaient un titre en anticorps contre le parvovirus canin de type II plus élevé que les chiens de

format racial M ou Small (S).

Il apparait difficile de comparer ce bilan par rapport a d’autres espeéces dans la mesure ou
la notion de format racial s’applique essentiellement a ’espéce canine. Pour autant, un effet
de la race sur la concentration sérique en IgG et sur sa cinétique pendant la gestation existe

chez les truies (Klobasa et al., 1985) et chez les vaches (Murphy et al., 2005).

Concernant les sécrétions lactées, les concentrations ¢élevées en IgG et en IgA que nous
avons mesurées peuvent s’expliquer par ’influence du format racial des chiennes faisant
partie de notre population : nous avons en effet 75 % de chiennes de grande taille (L). Or,
comme nous 1’avons vu, plus la chienne est de grande taille, plus les concentrations en IgG et
en IgA dans le colostrum et dans le lait augmentent. Contrairement a nos résultats, les travaux
d’Aggouni (2016) n’ont pas permis d’établir I’influence du format racial de la chienne sur la
qualité immunologique du colostrum. Quant a 1’étude d’Albaret (2016), un effet du format
racial de la chienne y est identifi¢ mais uniquement sur les concentrations en IgA des

sécrétions lactées et seulement entre des chiennes de grande taille (L) et de petite taille (S).

Enfin, contrairement a Gonnier et Rossig (2013) et Mila et al. (2014), une association
entre le format racial et les concentrations sériques en IgG des chiots a 2 jours de vie semble
exister. Les concentrations en IgG dans le sérum varient également chez des veaux de races

différentes (Cavirani et al., 2024).
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Les mécanismes sous-jacents ne sont pas encore connus mais I’influence du format racial
sur les concentrations en immunoglobulines dans le sérum des chiennes et de leurs chiots,

ainsi que dans les sécrétions lactées mérite bien d’étre approfondie.

b) La taille de portée

Nous avons constaté que plus la taille de portée est grande, plus la concentration en IgG
dans le sérum des chiennes en fin de gestation est faible. Nous avons également démontré que
plus une chienne attend une grande portée, moins la concentration sérique en IgG chute entre
le milieu et la fin de gestation. Cependant, cette association entre la taille de portée et la
concentration en IgG dans le sérum maternel n’est pas franche dans notre travail et nous
devons rester prudents quant a I’'importance de ce facteur de variation. En effet, aucune étude
n’est disponible chez la chienne. De plus, aucun lien entre la taille de portée et la
concentration en IgG dans le colostrum canin n’a été mis en évidence ce qui rend d’ailleurs le
TIP particuliérement challengeant chez les grandes portées. Enfin, il a ét¢ montré que la
concentration sérique en IgG durant la gestation ne varie pas entre des truies hyper-prolifiques

et peu prolifiques (Chen et al., 2021).

¢) L’4ge de la chienne

En accord avec Coinus (2014) et Albaret (2016), nous avons montré¢ que 1’dge de la
chienne influence la concentration en IgG dans le colostrum. Mais le consensus n’est pas

¢tabli (Mila et al., 2015 ; Aggouni, 2016).

Concernant les concentrations en IgA dans les sécrétions mammaires canines, nous
venons confirmer ’intuition d’Albaret (2016) : plus la chienne est agée, plus la concentration

en IgA dans le lait et le colostrum est importante.

Ce facteur de variation de la qualité immunologique des sécrétions lactées ne se limite
pas a I’espece canine. Ainsi, chez la truie (Inoue et al., 1980 ; Hasan et al., 2019) ou encore la
vache (Devery-Pocius et al.,, 1983), 1’age est aussi associé a la concentration en
immunoglobulines dans le colostrum : les sécrétions lactées des femelles agées sont plus

riches en immunoglobulines.

Quelle que soit I’espece, une hypothese biologique serait que les femelles dgées ont été
exposées a des antigénes pendant plus longtemps que de jeunes femelles et que par
conséquent, elles produiraient un colostrum et un lait avec une concentration en anticorps
supérieure. Un autre explication qui reste a vérifier serait une augmentation du nombre de

récepteurs FcRn dans le tissu mammaire avec 1’age de la parturiente.
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d) La note d’état corporel

La concentration en IgA dans le lait de notre population a été influencée significativement
par la note d’état corporel en fin de gestation, les chiennes en surpoids étant défavorisées. La
littérature sur ce sujet est pauvre dans I’espece canine mais également chez les animaux de
production. A la différence de notre résultat, Juthamanee et al. (2024) ont montré que la
concentration en IgA dans le colostrum des truies était positivement corrélée a la note d’état
corporel, le tissu mammaire de truies plus maigres se développant moins que celui de truies
plus grasses. Néanmoins, une note d’état corporel trop élevée chez la truie serait également
préjudiciable pour le développement de la glande mammaire en fin de gestation (Head et
Williams, 1991). Finalement, dans 1’espéce porcine comme dans I’espéce canine, des états
corporels extrémes devraient é&tre ¢&vités afin d’obtenir des concentrations en

immunoglobulines optimales dans les sécrétions lactées.

4. La supplémentation en levure

La tendance se dessinant lorsque nous nous intéressons a [Defficacité de la
supplémentation en levure SB pour améliorer la concentration en IgA dans le lait des chiennes
est un résultat prometteur. En effet, les conséquences sur la santé du chiot sont importantes,
les IgA du lait assurant un rdle immunitaire local majeur. Apres leur ingestion, elles
parviennent au niveau de ’intestin du chiot qui ne peut plus les absorber sept jours aprés la
mise-bas. Mais elles sont capables de neutraliser les entéropathogénes dans la lumicre

intestinale et participent ainsi a la lutte contre une cause majeure de mortalité¢ néonatale.

La levure SB a également influencé les concentrations en immunoglobulines dans le
sérum des chiennes et des chiots mais seulement dans des sous-populations bien définies. La
concentration en IgG dans le sérum maternel a ainsi été augmentée chez les chiennes ayant
perdu en état corporel au cours de la gestation. Chez les chiots de format racial M, la
concentration sérique en IgG est plus élevée et une diminution du risque de déficit de TIP est
notée grace a SB. Néanmoins, du fait des petits effectifs constituant ces sous-groupes, nos
résultats ne sont que préliminaires. En particulier, nous devons rester prudents quant a la
capacité¢ de SB a diminuer le risque de déficit de TIP chez les chiots de format racial M étant
donné qu’un seul chiot est identifié¢ dans cette situation. Une étude sur une population plus
grande et davantage homogene est primordiale pour approfondir les effets de SB sur le TIP du
chiot et sur les concentrations en immunoglobulines dans le sérum maternel et dans les

sécrétions lactées de I’espéce canine.

Néanmoins, notre étude a révélé que la supplémentation en levure permettrait de

diminuer I’impact de certains facteurs de variation tels que le format racial ou moins
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nettement la taille de portée, sur la concentration en IgG dans le sérum des chiennes (et sa
cinétique au cours de la gestation) et sur la concentration en IgG dans le sérum des chiots.
Cette possible faculté des probiotiques a réduire la variabilit¢ des concentrations en
immunoglobulines dans le sérum de [’espéce canine est une notion intéressante mais
complexe. Des travaux davantage poussés sont nécessaires pour évaluer les conséquences de
ce résultat sur la santé des chiots nouveaux-nés : ceux-ci pourraient bénéficier d’une meilleure

protection systémique et la mortalité néonatale en serait ainsi diminuée.

Un dernier point mérite notre attention et concerne l’ensemble des valeurs de
concentrations en immunoglobulines que nous avons obtenu dans notre analyse : celles-ci
sont en moyenne plus élevées que dans la littérature ce qui pose la question d’un effet de la
supplémentation en levure a 1’échelle de toute notre population. Les chiennes des deux
groupes « Témoin » et « Levure » ont en effet partagé le méme environnement : les chiennes
« Témoin » pourraient donc avoir bénéficié¢ également de SB. Déterminer si des contacts
rapprochés avec des chiennes supplémentées peuvent modifier le microbiote intestinal de
chiennes non supplémentées serait judicieux. Une autre hypotheése pouvant expliquer des
moyennes de concentrations en immunoglobulines supérieures a d’autres études est le recours

a des techniques de dosage différentes.

A la différence de notre travail, Alonge et al. (2020) ont réussi a objectiver une
augmentation des concentrations en IgG et IgA dans le colostrum de chiennes supplémentées
en pré- et probiotiques pendant la gestation. Mais, contrairement a notre étude, ils se sont
affranchis de biais liés au format racial (seules des chiennes Dogue allemand ont ét¢ étudiées),
a I’age et a la taille de portée. L'utilisation de prébiotiques en plus des probiotiques n’est peut-
étre pas non plus anodine. Pour autant, les travaux d’Adogony et al. (2007) montrent que
I’efficacité des prébiotiques pour augmenter les concentrations en immunoglobulines dans les
sécrétions mammaires et le sérum des chiots n’est pas si évidente : les concentrations sériques
en IgG n’étaient pas différentes entre les chiots issus de chiennes supplémentées ou non. Dans
le colostrum et dans le lait, seul un enrichissement en IgM a été constaté chez le groupe de
chiennes supplémentées. En dehors de la gestation et de la lactation, I’amélioration de la
concentration sérique en immunoglobulines par les probiotiques ne fait pas I’unanimité non

plus (Lin et al., 2019 ; Xu et al., 2019 ; Rossi et al., 2020).

Chez d’autres espeéces notamment porcine, les levures du genre Saccharomyces ont
montré un effet bénéfique sur les concentrations en IgG dans le sérum des porcelets (Jang et

al., 2013) et sur les concentrations en IgG (Zanello et al., 2013 ; Jang et al., 2013) et en IgA
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dans le colostrum (Guillou et al., 2012). Mais ce résultat n’est pas partagé par tous (Le Floc’h

et al., 2022), de méme que dans 1’espéce bovine (Hiltz et al., 2023).

C- Perspectives

La variabilit¢ de nos résultats ainsi que D’effectif réduit de notre population nous
empéchent de statuer, a 1I’échelle de 1’espéce canine, sur I’efficacité de la levure SB pour
améliorer les concentrations en immunoglobulines dans le sérum des chiennes et de leur
progéniture, ainsi que dans les sécrétions lactées. Nous avons pu conclure a des effets
bénéfiques de SB dans certains sous-groupes de notre étude mais des effectifs plus grands et
une population plus homogeéne, en terme de format racial par exemple, seraient intéressants.
Au-dela des caractéristiques de notre population d’étude, un point particulier du protocole
expérimental aurait pu permettre de mieux apprécier 1’influence de la supplémentation en
probiotiques : si le colostrum avait été prélevé avant la tétée des chiots, nous aurions pu mieux
visualiser les relations entre les concentrations sériques maternelles, colostrales et celles du

sérum des chiots.

Enrichir en immunoglobulines le sérum des chiennes et leurs sécrétions mammaires pour
améliorer le TIP chez le chiot sont des objectifs louables mais qui doivent s’inscrire dans un
contexte plus global d’amélioration de la santé du chiot. Ainsi, étudier la croissance et la
mortalité de chiots nés de chiennes supplémentées en probiotiques ou évaluer I’impact d’une
supplémentation sur des troubles de santé néonataux précis (telle que la diarrhée néonatale)
pourraient étre intéressants. Une étude a d’ailleurs montré qu’en supplémentant les chiennes
pendant la gestation avec des pré- et probiotiques, les nouveaux-nés sont moins sujets aux
gastro-entérites (Melandri et al., 2020). Dans cet optique, étudier si les probiotiques peuvent
améliorer le transfert d’IgG spécifiques de pathogenes fréquents en ¢levage comme le
parvovirus canin de type II ou I’herpésvirus canin de type I apres la vaccination des chiennes

serait judicieux.

\

Enfin, les posologies de probiotiques a administrer pour observer des conséquences
bénéfiques sur la santé des chiens en général sont encore manquantes. Pour pallier ces

lacunes, des études comparant les effets de doses de levure différentes sont requises.
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CONCLUSION

A T’issue de notre travail, nous n’avons pu formellement identifier une efficacité de la
levure SB pour augmenter les concentrations en immunoglobulines dans le sérum, le
colostrum et le lait de chiennes, ni pour améliorer le TIP chez le chiot. Nous tirons néanmoins
de notre étude quelques résultats intéressants que ce soit la tendance a I’enrichissement du lait
en IgA chez les chiennes supplémentées ou I’atténuation des effets de facteurs de variation
tels que le format racial sur les concentrations en IgG sériques maternelles et des nouveaux-
nés. La supplémentation en probiotiques a amélioré la qualité immunologique du sérum des
chiennes et des chiots uniquement dans certaines situations : chez les chiennes maigrissant au
cours de la gestation et chez les chiots de format racial M pour lesquels le risque de déficit de
TIP est réduit. Pour mener notre analyse avec le plus de rigueur possible, nous avons donc di
prendre en compte de nombreux facteurs de variation (age, format racial, taille de la portée,
note d’état corporel...) dont I’étude vient enrichir la littérature et apporte de nouvelles
connaissances. Néanmoins, les mécanismes sous-jacents précis du transfert des
immunoglobulines entre la chienne et sa progéniture ne sont pas encore ¢élucidés dans I’espece
canine. La compréhension des interactions entre les probiotiques, le microbiote intestinal et
I’immunité de la chienne et des chiots constitue un défi supplémentaire sur lequel se penche

de plus en plus d’auteurs.

En effet, le recours aux probiotiques s’inscrit dans la démarche « One Health » ayant
notamment pour but une diminution de 1’utilisation des antibiotiques en médecine vétérinaire.
La levure SB constitue réellement une piste intéressante qui pourrait étre utilisée facilement
par les €leveurs canins afin d’améliorer la santé¢ de leurs animaux. Méme si les posologies
restent a définir, son innocuité garantit une généralisation de son utilisation dans les années a

venir.
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Mur
'‘Depart

Time around parturition is a stressful period for both bitches and their puppies.

The use of probiotics has been proposed, e.g., in pigs, to improve health status of

sows, their reproductive performances and in turn, the health and performance

of their progeny. The objective of the present study was to evaluate the impact,
on both dams and puppies, of a supplementation of bitches with the live yeast
Saccharomyces cerevisiae var. boulardii CNCM 1-1079 (SB-1079) during the
second part of the gestation and the lactation period. A total of 36 bitches of
medium and large-sized breeds were enrolled. They were divided into two
groups, one of which received 1.3x10° colony forming units of live yeast per day.
At dam'’s level, SB-1079 yeast shaped a different microbiota structure between
the two groups just after whelping, impacted alpha diversity and some plasma
metabolites related to energy metabolism. Regarding reproductive performances,
SB-1079 improved gross energy of the colostrum (1.4 vs. 1. 2kcal of ME/g) as well
as the concentration of protein in milk at Day 7 after parturition (104 vs. 7.6%). SB-
1079 also reduced the odds of having low birth weight in the litter. At puppy's level,
a modulation of immunometabolic phenotype is suggested by the observation
of increased growth rates during the early pediatric period (i.e., between 21 and
56days of life, 225 vs. 190%) and a decrease of the IL-8:1L-10 ratio after vaccination
against rabies (4.2 vs. 16.9). Our findings suggest that SB-1079 supplementation
during gestation and lactation has the potential to enhance health of bitches and
in turn health of puppies through maternal programming.

KEYWORDS

yeast, maternal programming, dog, puppy. immunometabolic phenotype,
Saccharomyces cerevisiae boulardii
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GRAPHICAL ABSTRACT

1 Introduction

Gestation, peripartum period and lactation are challenging times
for dogs. Bitches must cope with rapid changes in their physiological
state (1, 2) and puppies must adapt quickly from a protected
intrauterine life to an extrauterine life. How the mother manages these
periods is essential to ensure her good health but also to optimally
support survival, health and wel]—heing of the puppies (3-5). For
example, adequate maternal behavior and sufficient colostrum/milk

production are essential, not only for puppy survival but also for their
growth until weaning. In addition, it was suggested that, as in humans,

early events during the fetal and neonatal life of a dog may have long-
term impacts on its health. In humans, this concept of the
Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD) was
supported by a large body of epidemiological and experimental data
since the first hypothesis in the 1990s (6). More recently some
evidence regarding the long-term effects of early life exposures was
also described in dogs (7) with, e.g., an increased risk of overweight
among low birthweight (LBW) puppies (£).

Given the link between reproduction and nutrition, an appropriate
nutritional strategy contributes to improve the health status of dams,
their reproductive performances and in turn, the health of their litters
at short and long-term (9-12). Probiotics, and particularly
Saccharomyces cerevisiae var. boulardii (SB), have gained extensive
attention in animal nutrition and have been demonstrated to modulate
digestive microbiota and support the digestive processes (13, 14).
More precisely, SB exerts a trophic effect on the intestinal microbiota,
resulting in beneficial effects on the microbial community diversity,
structure, and support of beneficial microbes and microbial functions.
Mechanisms at play are likely to combine oxygen consumption,
pathogen binding, production of short-chain fatty acids (SCFA,
including acetic acid), production of polyamines, B-vitamins and
production of specific proteases (15). This trophic effect on the
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microbiota (“gut microbiota stabilizer” effect) is expected to
be responsible for most of the subsequent benefits measured in the
intestine and at systemic level, even if a direct crosstalk between the
yeast and the host’s cells cannot be ruled out. Those beneficial effects
could, in turn, have a positive impact on welfare and performance of
the animals. Recent scientific evidence on the use of SB demonstrated
the involvement of maternal programming in sows and piglets
through the dietary use of live microbial strains administrated during
gestation and lactation (13, 16, 17). More precisely, feeding SB during

gestation and lactation improves digestive health of the sows through
an impact on intestinal transit and a stabilization of gut microbiota at

farrowing, by promoting the relative abundance of fiber degrader
bacteria while decreasing the presence of undesirable bacteria such as
Campylobacter. Furthermore, SB is demonstrated as benefiting sows’
performances as well as immune status and performances of their
piglets (16-18).

Like in swine, canine species are polytocous, and the female
(bitch) can give birth to multiple puppies in the same litter. Another
similarity with swine is that puppies are born hypogammaglobulinemic,
with limited glucose reserves and hypothermic, making the mother
and her nursing capacities pivotal for their survival (19). Moreover,
just like in piglets, birth weight is critical for the newborn dog, as low
birth weight puppies present considerably increased risk of death
during neonatal period (20, 21). Despite the growing interest of the
scientific community regarding dog’s microbiome, literature regarding
the impact of live yeast supplementation on reproductive performance
in canine species is scarce. The objective of this study was thus to
evaluate the effect of live yeast 8. boulardii CNCM 1-1079
supplementation of the pregnant and lactating bitches on their
microbiota, health, and reproductive performance and on growth and
immune parameters of puppies. The hypothesis is that the “maternal
programming” mediated effect observed in sows and their progeny
could be extended to the canine species.
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2 Materials and methods

2.1 Ethics statement

The animal study was reviewed and approved by the local ethical
committee (Comité d’Ethique en Expérimentation Animale, Science
et Santé Animale n°115; reference number: SSA_2020-004, Toulouse,
France). The experimental protocol followed current applicable
guidelines for the care and use of animals. Written informed consent
was obtained from the owner of the kennel for the participation of its
animals in this study.

2.2 Experimental design

2.2.1 Animals and housing

This study was conducted in a single breeding facility. Thirty-six
bitches from medium (> 15 and <25kg) or large-sized (> 25kg)
breeds (Supplementary Table 55) were selected on day 28 of gestation
(G28) after a positive pregnancy diagnosis performed by the
veterinary practitioner with a portable ultrasound machine (G0=day
of ovulation determined by blood progesterone assay). They were
randomly divided into two groups according to the breed size format,
the age at mating, parity, body condition score and faecal score. From
the time of inclusion, one group was supplemented with placebo
capsules (Control, n=18) and the other group with capsules
containing the live yeast (Yeast, n=18). Then, the follow-up of the
dams and their puppies after whelping lasted until separation of the
puppies, around 56days post-partum (DPP56). All puppies included
were born by natural delivery (i.e., no caesarean section) and remained
with their mothers during the entire experiment allowing them to
suckle freely.

Dogs were subjected to the same housing conditions with wood
shaving as bedding material all the time. From ovulation to 8 days
before whelping, bitches were kept in individual outdoor pens. Then,
until 35days post-partum (DPP35), they were housed in individual
pens in the maternity building equipped with a floor heating system
and heating lamps. Finally, dams and litters were moved to individual
pens in the pre-weaning building of the breeding facility until the end
of the trial. All animals were vaccinated and dewormed following the
the breeding facility

veterinary protocol in place at

(Supplementary Table 51).

2.2.2 Diets and probiotic supplementation

In order to fulfill the recommendations of the National Research
Council (NRC) (22) linked to physiological stages of the bitches, two
petfood manufactured by CRUSTY FOOD SAS (Montardit, Verteuil
d’Agenais, France) were used. From GO until G28, bitches received Diet
1, a complete extruded food containing wheat, peas, dehydrated
poultry proteins, poultry fat, corn gluten, poultry protein hydrolysate,
rice bran, meat hydrolysate, dehydrated lamb proteins, beet pulp,
minerals and fish oil as feed materials; and trace minerals, vitamin A,
vitamin D3 and vitamin E as nutritional feed additives. Then, from
(28 to the end of the experiment (DPP56), Diet 2 was fed. It contained
dehydrated poultry proteins, rice, wheat, corn, animal fat, rice bran,
meat hydrolysate, corn gluten, beet pulp, minerals and fish oil as feed
materials; and trace minerals, vitamin A, vitamin D3 and vitamin E as
nutritional feed additives. Nutritional values of both diets are available
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in Table 1. Diet 2 was made available to puppies once they reached
3weeks of age, after a transition of around one week with the same diet
mixed with water. During the experiment, all dogs had ad libitum
access to water.

The additive tested was Saccharomyces cerevisiae var. boulardii
CNCM I-1079 (Levucell SB®, Lallemand SAS, Blagnac, France; SB-1079)
given in 400-mg vegetal capsules (hydroxypropylmethylcellullose
capsule size 1 clear, Suheung Co, South Korea) containing 6.25% yeast
(measured at 6.4 x 10° colony-forming unit (CFU) of yeast/capsule),
92.75% potato starch and 1% silicic acid. Each dam in the Yeast group
received two capsules per day (i.e., 1.3x 10° CFU of yeast/day), one in the
morning and one in the evening, in a bullet of dry food softened in hot
water then turned into a bullet, made from the diet at the time (Diet 2
from (28) to ensure full consumption. The Control group was fed the
same capsules in a bullet of wet petfood but without the yeast.

2.3 Sampling and measurements

To evaluate the impact of live yeast supplementation, various
parameters were measured on the dams and their puppies (Figure 1).

2.3.1 Parameters evaluated at dam level

2.3.1.1 Zootechnical performances of dams

Individual body weight (BW) and Body Condition Score [BCS,
9-points scale (23)] of dams were recorded at G28, G56, DPP1, DPP28
and DPP56. The quantity of kibbles distributed before and remaining
after a meal was recorded daily from G28 to the end of the experiment.
Individual food intake (FI) was obtained by calculating the difference
between the quantity of kibbles distributed daily and the quantity of
kibbles remaining at the end of each day.

2.3.1.2 Gut health related parameters

Feces were collected for three consecutive days at four time points:
(28, G56, DPP1 and DPP56, pooled for each animal and stored at
—20°C before further analysis to evaluate faecal dry matter (DM) and

TABLE 1 Analysis of nutritional values of the feeds used in the study.

Parameter

[ Moislun?: % 57 | 6.3
Crude ash, % as fed 8.7 9.3

T Crude protein, % as fed - 30.8 284

; Ether extract’, % as fed 15.1 16.8

| Crude fibre, % as fed | 27 <2

[ Carbohydrates®, % 37.0 37.7

: Vitamin E, mg/kg as fed 124 114

[ Vitamin A, IUfkg as fed 7.670 7.330
Vitamin D, IU/kg as fed 1,080 1,000

I Metabolizable energy, keal/100g 385.8 408.6

*Crude fat.

*Carbohydrate was calculated from equation: %Dry Matter—(%Ether extract + %Crude
Protein + %Crude Ash + %Crude fibre).

“Metabolizable energy was calculated from equation (22, 24).
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FIGURE 1
Schematic of the trial design. BW = body weight (kg), BCS = body condition score, Fl = food intake, DM = dry matter, Gx = day x of the gestation,
DPPy = day y post-partumn.

immunoglobulin A concentration (IgA). In addition, at the same time
points, a faecal swab was collected and stored at —80°C to perform 165
rRNA  amplicon  sequencing faecal

and  determine

microbiota composition.

2.3.1.3 Blood metabolome

Blood was collected from the cephalic vein before whelping at
(356 on a heparinized tube. The blood was centrifugated (16,000 RCF
for 10min) to isolate the plasma, and two aliquots of 250 pL each were
put in the Eppendorf tubes and stored at —80°C for further analysis.

2.3.1.4 Reproductive performances

For each dam, reproductive performances were evaluated through
litter composition (number of born alive and stillborn puppies), losses
(number of puppies dying from birth to DPP56) and colostrum/milk
quality. Colostrum and milk were collected at DPP1 and DPP7,
respectively, to determine nutritional content, IgG (for colostrum) and
IgA concentrations. Before collecting the milk, an intramuscular
administration of 1 or 2 Ul of ocytocin was performed.

2.3.2 Parameters evaluated at puppy level
Each of the 254 puppies from the 36 litters born alive were
identified at birth using a colored collar.

2.3.2.1 Newborn viability

APGAR score was recorded immediately after delivery except for
puppies born between 9p.m. and 4a.m. A score of 7-10 means no
distress, 4-6 means moderate distress and 0-3 means severe distress
(25). Bodyweight at birth (BWb) was measured in the first 12h after
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birth using a digital scale (EB3 Series, Ohaus, Parsippany, NJ,
United States, maximum capacity of 5kg, precision 0.1 g). To deal
with the variability of BWb depending on the breed (20, 26), puppies
were categorized into quartile groups based on their breed and BWb
(20, 21). Quartile 1 (Q1) included the 25% puppies with the lightest
BWb, while quartile 4 (Q4) included the 25% heaviest. Threshold
values for the targeted breeds (Supplementary Table 52) were defined
based on the 4,010 BWb registered in the breeding facility during the
last seven years. At DPPI, rectal temperature and blood concentration
of glucose were measured.

2.3.2.2 Growth of puppies
In addition to weights as such, two growth rates (GR) were
calculated [GR 0-21 and GR 21-56, Eq. (1)].

weight at
Day y -
weight
at Day x

GR x -y (in%) = ! weight at Day xx100 ()

2.3.2.3 Vaccination, serum specific IgG and cytokines

57 puppies selected according to their health status and BWb were
included for cytokines and immune response analyses. At DPP35,
puppies were vaccinated against rabies (Rabigen mono, Virbac). Just
before vaccination (DPP35) and at the end of the trial (DPP56) blood
samples were collected from jugular vein in dry tubes. The blood was
centrifugated (16,000 RCF for 10min) to isolate the serum, and two
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aliquots of 500-750 pL each were put in the microcentrifuge tubes and
stored at —80°C for further analysis.

2.4 Chemical analyses and DNA extraction

2.4.1 Chemical analyses of diets

The experimental diets were subjected to Weende (proximate)
analysis. They were dried to a constant weight at 103°C to determine
dry matter (DM, ISO 1442, 1997). Crude ash was determined by
combustion at 550°C (ISO 936, 1998). Crude protein was calculated
from Kjeldahl nitrogen (6.25 x N, ISO 5983-1, 2005). Crude fibre was
analysed by acid-alkali digestion (ISO 5498, 1981}, and crude fat was
analysed using acid-hydrolysis followed by Soxhlet extraction (ISO
1443, 1973). Analysis was performed by an external lab {Upscience,
Vannes, France).

2.4.2 Faecal dry matter and IgA

200 g samples of pooled faeces were used to determine faecal DM
using freeze-dried method (University of Bologna, Italy, internal
protocol). IgA content in lyophilized faecal samples was carried out by
using a commercial kit (dog IgA ELISA Quantitation Set, Bethyl
Laboratories Inc., Montgomery, TX, United States; assay range: 15.6—
1,000ng/mL), following the procedure described by Zannoni
etal {27).

2.4.3 Faecal microbiota

DNA was extracted from rectal swabs using Quick-DNA Faecal/
Soil Microbe Miniprep Kit (Zymo Research, Irvine, CA, United States)
following the manufacturer’s instructions. Quantification of extracted
DNA was checked using a fluorometric method with Quant-iT™
PicoGreen® dsDNA assay kit (Life Technologies, Carlsbad, CA,
United States) measured via QuantStudio™3 Real Time PCR System
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, United States). The
V3-V4 region of the 165 rRNA gene was amplified by PCR using
universal primers 341F (CCTACGGGAGGCAGCAG) and 806R
(GGACTACNVGGGTWTCTAAT). PCR amplicons were purified
with HighPrep PCR system (MAGBIO GENOMICS, Gaithersburg,
MD, United States) and used for library construction with the lllumina
NEXTflex PCR-Free DNA sequencing kit (Bioo Scientific corp.,
Austin, TX, United States). Amplicon libraries were sequenced on an
Mumina MiSeq 2,500 platform (Illumina, San Diego, CA,
United States) at GeT-PlaGe INRAE Platform (Toulouse, France) for
paired-end fragment sizes of 250bp. All reagents used were

molecular grade.

2.4.4 Milk and colostrum composition

Protein, sugar and lipid assays from milk and colostrum samples
were carried out in collaboration with the Department of Nutrition at
the Smithsonian Institute in Washington using standard colostrum
and milk analysis methods developed by Hood et al. (22). For the
determination of dry matter, the colostrum and milk samples were
weighed, dried in a forced convection oven for 3.5 to 4h at 100°C and
then reweighed. Total nitrogen was determined using the Kjeldahl
method with a Dumas nitrogen gas analyser. The total amount of
nitrogen was then multiplied by 6.38 to determine total protein (29).
Sugars were determined by phenol-sulphuric acid colorimetric
procedure using a standard range of lactose monohydrate (30) and

Frontiers in Mutrition

10.3389/fnut.2024.1366256

read at 490nm on a microplate reader (Model ELX808; BioTek,
Winooski, VT). Fat content was determined using the Rose-Gottlieb
method (28), which involves three sequential extractions with diethyl
ether and petroleum ether after disaggregation of milk fat globules
with ammonium hydroxide and ethyl alcohol. All above nutrient
contents were expressed as the percentage of nutrient content per
100g of colostrum or milk. The gross energy (GE) content of
colostrum and milk were calculated from the values of protein, sugar
and lipid content using Fq. (2) with fat, protein and sugar expressed
as percentage (31).

GE =9.11x fat + 5.86x protein + 3.95 x sugar (2)

This equation is likely to slightly overestimate GE because it does
not correct for non-protein nitrogen. However, it has been verified
against GE values measured by calorimetry (32). Finally, milk was
stored at —=20°C until IgA and IgG assays using a previously described
and validated ELISA method (Dog IgG and Dog IgA ELISA Kits,
Bethyl Laboratories, Montgomery, United States) (33, 34).

2.4.5 Serum cytokines determination

The IL-8, IL-10, IFN-a, IFN-y TNF-a and TGF-p concentrations
in serum were tested by ELISA. The range of minimum detection,
sensitivity and type of sample that could be used for each cytokine are
listed in Supplementary Table 53, Once performed according to
instructions, the results
spectrophotometer (Biochrom Anthos 2010 Microplate Reader,
Biochrom LTD, Cambridge, UK) at the wavelength indicated for the
dye used (450nm). The guantification was made by means of a

manufacturer were read in a

standard curve. In all cases will be included positive and negative
controls (blanks).

2.4.6 Specific IgG against rabies

Quantification of anti-rabies antibodies was assessed using
fluorescent antibody wirus neutralization (FAVN) test, as
recommended in the OIE Terrestrial Manual 2018 (35). Prior to the
test, 8O pL of puppies’ serum were diluted with 160 pL of Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) with 10% of fetal calf serum. All
puppies with levels of antibody equal to or above 0.5 Ul/mL were
considered protected.

2.4.7 Metabolome

Polar and semi-polar metabolites were extracted from the plasma
of the bitches by protein precipitation using methanol. 50 pL of plasma
sample was homogenized in 200 pL of —20°C cold methanol. After
shaking and one-hour incubation at =20°C, samples were vortex
homogenized and centrifuged for 15 min at 4°C and 16,000 relative
centrifugal force (RCF). Supernatants were than filtered through a
10kDa centrifugal filter (VWR®, Rosny-sous-Bois, France, 10kDa),
dried under the gentle nitrogen stream and resuspended in 125 pL of
water/acetonitrile/formic acid (90/10/0.1, v/v/v). Samples were
transferred in to the 0.45 pm centrifugal filters (VWR®, 0.45um) and
filtered for 15min at 16000 RCF and 4°C. 50pL of sample was
transferred into the vials and stored at —80°C before the analysis.
Quality control samples, pool samples were prepared by assembling
an equal volume of each analyzed plasma sample. Blank samples were
prepared following the same extraction protocol but for water instead
of plasma.
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All samples were analyzed using high performance liquid
chromatography (Dionex UltiMate 3,000, Thermo Scientific, Bremen,
Germany) hyphenated to a high-resolution mass spectrometry
(Q-Exactive Plus hybrid mass spectrometer, Thermo Scientific).
Samples were analyzed randomly, and pool samples were injected
every five biological samples. Reverse and normal phases were used
for the chromatographic separation. For reverse phase, a Hypersil
Gold C18 (100mm x 2.1 mm x 1.9 pm) (Thermo Scientific) column
was used. Oven temperature was set at 40°C. The flow rate was
maintained at 0.4 mL/min, and 0.1% formic acid solutions in water
and acetonitrile were used in mobile phases A and B, respectively. A
first minute at 0% of B in the isocratic elution was followed by ten
minutes on a linear gradient to 100% B, which was then maintained
in isocratic mode for two minutes. Gaining initial conditions in one
minute was followed by two minutes column equilibration. For
normal phase separation, a HILIC (Se-Quant, ZIC-HILIC Peek
Coated 150 x 2.1 mm x 5 um, Merck) column was used. The oven
temperature was kept at 25°C, and the flow rate at 0.25mL/min.
16 mM ammonium formate in water was a mobile phase A, and 0.1%
formic acid was mobile phase B. Chromatographic separation was
done as follows. For first two minutes phase B was kept at 97%, then
for 8 min decreased to 70%, for 5min decreased to 10% and stayed
isocratic for 2min. After this gradient, the initial conditions were
achieved in one minute and the column equilibration was achieved in
nine minutes. Data acquisitions were obtained in a switching ion
polarities mode in the m/z 80-100 range and with resolving power
35,000 FWHM (for m/z 200). Electrospray needle was kept at £3.5kV,
S-lens RF level of 55 and a capillary temperature of 320°C. Sheath gas,
auxiliary gas and sweep gas flow rates were maintained at 30, 8, and 0
arbitrary units, respectively. MS/MS spectra were acquired on a pool
sample using High Collision energy Dissociation (HCD) and Data
Dependent Analysis (DDA) method to obtain structural information
for the large palette of metabolites.

Raw data were converted to mzXML files and processed using
XCMS library in the R environment. Parameters applied for the data
processing in each analysis

Supplementary Table 54.

mode are described in

Tables of each analyzing mode, containing the my/z, retention
times and intensities of the signals detected in all analyzed samples,
were than filtered (coefficient of variation <30% in the repeated QC
samples) and normalized (Van-der-Kloet algorithm), and only stable
peaks were submitted to the annotation using our in-house database
containing the possible adducts m/z and retention times of around
1,300 endogenous metabolites. Attributed annotations were verified
by comparing the reference and pool MS/MS spectra.

2.5 Statistical analyses

Statistical analyses were performed using R software (version
4.1.0) (36) for all parameters except microbiota for which QIIME2
(version 2020.2) (37) was used.

2.5.1 Models used
The quality of the randomization based on the chosen criteria

(age, BCS, faecal score and parity) was assessed using a nonparametric
Wilcoxon-Mann-Whitney (WMW) rank test between Yeast and
Control groups.
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2.5.1.1 Food intake, body weight, body condition score,
faecal DM

The effect of the supplementation with 5B-1079 on FI (total,
during gestation and during lactation) was analysed using linear
model with treatment, breed size, litter size and age of the dam as fixed
effects (32). BW and BCS were also analyzed using linear mixed
models with the same fixed effects plus time, interaction
“time x treatment” and “dam” as random effect using lme4 and
ImerTest packages (29, 40).

2.5.1.2 Colostrum and milk composition
A linear model was used with treatment, breed size, litter size and
dam’s age as fixed effects.

2.5.1.3 Litter size and health related endpoints

Count data (i.e., number of puppies born, stillborn, number of
weaned puppies) were analysed with generalized linear model (GLM)
with a Poisson distribution. Treatment, breed size, litter size (except
for number of puppies born) and age of the dam were used as
fixed effects.

2.5.1.4 Quartiles of birthweight

First, a Chi-Square analysis was performed to evaluate the
repartition of puppies within quartiles between the treatment groups.
Afterwards, a multinomial regression was performed using the
treatment, the litter size, the age of the dam as fixed factors and
individual/female dog as random effect with the ordinal package
(note: breed size was not included in the models as this effect was
considered in the variable construction).

2.5.1.5 Growth parameters

The effect of the supplementation with SB-1079 on growth rate
was analysed using a linear mixed model with treatment, breed size,
litter size, age of the dam, quartile of puppies’ BWD as fixed effects,
dam as random effect. This model allowed to handle correlation
among puppies of the same litter and thus to avoid the pseudo-
replication that using dogs of the same litter would cause (20, 41).

To adjust multivariate models, litter size was classified into three
classes depending on the number of puppies born: less than 7 (Class
1), 7 or 8 (Class 2) and more than 8 (Class 3). Age of bitch at mating
is an important factor associated to the reproductive performance (42,
43). It was included using three classes: < 3 years (Class 1),[3; 4 years]
(Class 2) and > 4 years (Class 3).

2.5.1.6 Faecal IgA in dams, serum cytokines and specific
1gG in puppies

For all those parameters, the yeast effect was evaluated using
nonparametric WMW rank tests.

2.5.1.7 Faecal microbiota

All bioinformatics analysis were done according to Garrigues et al.
(44) in QIIME2 (version 2020.2) with Greengenes (gg-13-8-99-nb-
classifier) using sklearn classifier method according to Bokulich et al.
(45). To compare paired differences in alpha-diversity (e.g., the
microbial diversity within the faecal ecosystem - i.e. intra-individual
diversity of the faecal microbiota, evaluating using the Shannon
index), a longitudinal analysis was done using a non-parametric
Prentice signed-rank test within treatment and nonparametric WMW
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rank test between treatments. PERMANOVA on the Aitchison
distance matrix was used to assess the benefits of the yeast on the beta-
diversity (i.e., the interindividual diversity of the faecal microbiota) in
QIIME2 (version 2020.2). Finally, linear discriminant analysis effect
size (LEfSe) (46) from Galaxy was used to identify differences in
taxonomy data between the two groups just after whelping and the
average composition during the whole study.

2.5.1.8 Metabolomics

Collected, filtered and annotated data from C18 and HILIC
chromatographic separation and from positive and negative ionization
modes of 83 plasma samples were merged in one non-redundant table
containing 228 putatively identified molecules. When a metabolite
was detected in both ionization modes or in both chromatographic
modes (C18 and HILIC), the one chosen corresponded to the least
coefficient of variation in the QC sample and to the highest raw
intensity measured. A partial least-squares discriminant analysis
(PLS-DA) was used to observe and discriminate bitches fed or not
with SB-1079.

2.5.2 Models’ construction and validation

Fixed effects and covariates were chosen for their biological
relevance. Collinearity was assessed graphically to build the statistical
model while a score called the variance inflation factor [VIE (47)] was
calculated to validate the final model. This score measures how much
the variance of a regression coefficient is inflated due to
multicollinearity in the model. The smallest possible value of VIF is 1
(absence of multicollinearity). As a rule of thumb, a VIF value that
exceeds 5 indicates a problematic amount of collinearity (42).

For linear models and quantitative outcomes, adjusted means and
standard errors (SE) obtained in the Control and Yeast groups,
respectively, were reported, as well as the p-values for fixed effects.
When required, Tukey post-hoc tests were performed (49).
Assumptions of normality and homoscedasticity of the residuals were
verified with the visual observation of studentized residuals’ plots, and
with statistical tests of Shapiro and Bartlett for normality and
homoscedasticity of the residuals, respectively. If assumptions were
not fulfilled, a non-parametric Wilcoxon rank sum test was performed.

For all generalized linear models using a Poisson distribution
(number of puppies), the appropriateness of the model to the data was
assessed by Pearson residuals test. The dispersion of the residuals was
evaluated by the ratio between the residual deviance and the number
of degrees of freedom and by a dispersion test (50), testing the null
hypothesis of equidispersion in Poisson GLM against the alternative
of overdispersion. If surdispersion was detected, a model using a
quasipoisson law was performed. p-value, incidence ratio, and 95%
confidence interval are reported for each regression.

For multinomial regression (51), the appropriateness of the model
to the data was assessed by Pearson residuals test. To confirm the
importance of the yeast treatment (and other fixed effects) in the
model, a likelihood ratio test was performed using nested models, one
with and the other without the treatment (or the targeted fixed effect),
with a comparison between different models to check the significant
of each model tested. Dispersion parameter was also checked by the
ratio between the residual deviance and the number of degrees of
freedom which should be close to 1. p-value of comparison between
Control and Yeast groups, odds ratio, and 95% confidence interval
are reported.
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For all the statistical procedures, an effect was considered as
statistically significant with p < 0.05, a biological trend was noticed for
p<0.10.

3 Results
3.1 Description of the population studied

The final bitches’ cohort was composed of 4 and 5 medium-size
and 14 and 13 large-size breeds enrolled in the Control and Yeast
group, respectively (Supplementary Table 55). No statistical difference
was detected for all the parameters considered for the randomization,
confirming that the animals were homogeneously balanced between
the two groups based on the chosen criteria (Supplementary Table 56).

3.2 Impact of the supplementation at dam'’s
level

3.2.1 Bodyweight, body condition and food
intake

No difference was observed between experimental groups at any
time for BW, BCS and FI of the dams (all p>0.10, Table 2). As
anticipated due to their physiological status, a time effect was observed
for BW, which was higher at the end of gestation (G56), lower at DPP1
and intermediate at G28, DPP28 and DPP56 (1able 2). BCS was stable
all along the study except just after parturition (DPP1), where it
transiently decreased in both groups.

3.2.2 Gut health of the dams

For faecal DM, the interaction between time and treatment tended
to be significant (p <0.1). Indeed, a reduction of faecal DM over the
course of the experiment was detected in the Control group while it
remained stable in the Yeast group (—2% vs. 0%).

Faecal IgA concentrations averaged between G56 and DPP56
tended to be higher in the Yeast group compared to the Control group
(23.3£3.17 vs. 14.5£ 1.98 mg/g, p <0.1) with a significant difference at
DPP1 (11.8+2.83 and 23.0+4.16 mg/g DM for Control and Yeast
group respectively, p <0.05). No time effect was observed on faecal IgA
concentration (data not shown).

The evolution of the Shannon index as a marker of alpha diversity
in the faecal microbiota differed between treatments across the
experimental period (Figure 2A). In the Yeast group, the alpha
diversity did not significantly change during the study period even if
a gradual numerical increase was described during lactation. In
particular, there was no marked reduction in the alpha diversity
around whelping (G56) contrary to what was observed in the Control
group. Indeed, significant differences were identified in the Control
group between G28 and G56 and then G56 and DPP1.

Whatever the treatment and the time of sampling, the microbiota
of the bitches was mostly composed of taxa belonging to the phylum
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Fusobacteria and
Proteobacteria, and family Corynebacteriaceae, Fusobacteriaceae,
Bacteroidaceae, Clostridiaceae, Veillonellaceae, Lactobacillaceae,
Lachnospiraceae, Paraprevotellaceae and Streptococcaceae (Figure 25).
A PERMANOVA analysis showed that the beta-diversity significantly
differed at DPP1 between Control and Yeast groups (Figure 2C;
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TABLE 2 Average body weight, body condition score, gestation and lactation durations and food intake of bitches supplemented or not with
Saccharomyces cerevisiae var. boulardii CNCM I-1079.

Parameters LS means + SE p-value (fixed effect)
Control Yeast Treatment Treatment x Age Litter

Time size

BW, kg 293+1.12 269+ 111 0.117 <0.001 0.758 0.346 <0.001 0.684

BCS | s9st031 4784031 0.667 <0.001 0.647 0.422 0274 0.703

Gestation duration, d 61.6+0.24 61.90.23 0.355 NR NR 0.122 0.017 0.702

Lactation duration, d 58.6+0.61 57.8+ 153 0.650 NR NR

FI gestation, g/d 5244157 5294153 0.784 NE NR 0.068 0.005 0.626

Fl lactation, g/d 9361750 838+73.8 0.409 NR NR 0.124 0.173 0.893

Fl overall, g/d 7842503 7294495 0.523 NR NR 0.077 0.071 0.823

“Wilcoxon-Mann-Whitney rank test (conditions for a linear model not fulfilled). Raw means are given in this case.
LS means = adjusted least square mieans, SE = standard error, BW = bodyweight, BCS = body condition score, FI = food intake, MR =non relevant (time effect was not tested), d = day.

lable 3), where relative abundances of Clostridium hiranonis,

Faecalibacterium prausnitzii and Megamonas were higher in the Yeast
group compared with Control group (Figure 21), together with Dorea
and Bacteroides plebeius identified by LEfSe discriminant analysis
(Supplementary Figure 51). These taxa were also detected across the
entire study, suggesting a lasting effect of the yeast on the microbiota
of dogs. It is also interesting to note that along the study, the microbiota
of bitches in the Control group was characterized by higher relative
abundances of Proteus, Mycoplasma, Tissierellaceae, Pasteurellaceae or
Vagococcus compared to the Yeast group (Figure 2E).

3.2.3 Plasma metabolome

In order to identify relevant metabolites allowing to discriminate,
at (356, bitches fed or not with SB-1079, two successive PLS-DA were
used. The first was used as a basis for fitting a more robust model by
selecting the most discriminant metabolites, i.¢., those with a variance
importance in projection (VIP) score greater than 1.48. The final
PLS-DA (R2Y =0.562, Q2Y =0.466) was adjusted with 1 latent variable
and based on 23 metabolites. The result of cross-validated analysis of
variance (CV-ANOVA; p<0.01) indicated that the final PLS-DA
model was valid and was able to discriminate between bitches of
Control or Yeast group. It highlighted 23 discriminant metabolites
(Supplementary Figure 52): xanthosine, N-acetylneuraminate,
2-aminopyridine-3-carboxylic acid, 2-hydroxybutyrate, L-alanine,
16:0-lysophosphatidylcholine, 18:0-lysophosphatidylcholine, indole-
3-acetate, itaconate, 16:0-lysophosphatidylinositol, kynurenic acid,
4-methyl-L-glutamate, 2-hydroxyisocaproic acid, butyryl- and
octanoyl-L  carnitines,  3-hydroxybutanoate,  4-coumarate,
5-methylthioribose, O-acetylserine, ureidopropionate, creatine,
creatinine and trans 4-hydroxy-L-proline.

3.2.4 Reproductive performances

3.2.4.1 Colostrum and milk composition

As shown in lable 4, gross energy of the colostrum was
significantly higher in the Yeast group compared with the Control
(p<0.05) and a tendency of increased glucose concentration was
noted (p<0.1). In addition, the concentration of protein in milk was
found significantly higher in Yeast than those in Control group
(p<0.05), while a trend of higher gross energy was also observed
(p<0.1).
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3.2.4.2 Litter composition and puppy viability

In total 284 puppies were born during the study (142 in each
group) with 254 puppies born alive. As shown in [able 5, no difference
in the number of puppies born or in the number of stillborn puppies
was evidenced between the two groups. However, the multinomial
regression demonstrated that the odds of having puppies with BWb
from QI and Q2 was lower in Yeast compared with Control group
(Table 6; Figure 3A). Alitter effect was also observed, with the largest
litters having greater odds to have LBW puppies (Q1).

Concerning puppy’s general health, no effect of yeast was obtained
on APGAR score, rectal temperature or glycaemia (all p>0.10) which
averaged 8.2+0.2, 36.1+£0.2°C, and 125.5+ 5.4 mg/dL, respectively
(data not shown). A total of 221 puppies were weaned resulting in a
mortality rate from birth to DPP56 of 21.8%, with no difference
between the two groups (lable 5).

3.3 Impact of supplementation on
immunometabolic phenotype of puppies

3.3.1 Postnatal growth of puppies

The supplementation of the bitches with the live yeast did not
change the GR 0-21, while increasing the GR 21-56 (p<0.05, Table 6).
Interestingly, a significant effect of BWb on GR 0-21 was observed,
with higher values in LBW categories (p<0.01, Table 6 and Figure 3B).
In addition, a tendency towards a greater GR 0-21 was observed in
large-sized puppies compared with the other sizes (p<0.1, Table 7).

In addition, the variation coefficient of litters’ average body weight
from DPP4 to DPP56 was significantly reduced in puppies from
bitches of the Yeast group compared with those of the Control group
(Figure 3C; asymptotic test for the equality of coefficients and
modified signed-likelihood ratio test (SLRT) for equality of
coefficients, p<0.05). At the end of the trial (DPP56) variation
coefficients of litters’ average BW were 33.2 and 14.2% for Control and
Yeast group, respectively.

3.3.2 Immune parameters

Before vaccination (DPP35), puppies from bitches of the Yeast
group had higher serum concentrations of anti-inflammatory cytokine
IL-10 and of TGFp, while the 3 other pro-inflammatory cytokines
were unaffected (Table 8). After vaccination (DPP56), serum
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FIGURE 2
Irmpact of the supplementation with Saccharomyces cerevisiae var. boulardiil CNCM |1-1079 on gut health of bitches during the second part of the
gestation and the lactation period. (A) Box and whiskers plots of the Shannon index evolution per treatment during the trial. Significant differences (in
control group) are shown with different letters at the top of the boxplots (p < 0.05). (B) Phylurn and family relative abundances (%) at the different time
points for each group during the trial. (C) Aitchison distances characterizing the supplemented and the control groups at one day after parturition
(DPP1) (p<0.05) (un.: unknown genus or species). (D) Box plots of 3 key taxa relative abundances at one day after parturition for each group. Significant
differences are shown with different letters et the top of the boxplots {p<0.05). (E) Linear discriminant analysis effect size (LEfSe) for the overall period.

concentrations of IL-8 tended to decrease while serum contents of  specific immune response after vaccination measured by anti-rabies
IL-10 tended to increase in puppies from yeast-fed mothers, resulting ~ IgG titration revealed that whatever the experimental group all
in decreasing the IL-8: IL-10 ratio (1=

). The evaluation of the ~ puppies were protected against the virus (able 8).

Frontiers in Nutritio

09 frontiersin.org

98



Garrigues etal.

10.3389/fnut.2024.1366256

TABLE 3 Effect of a supplementation with the additive on the beta-diversity using PERMANOVA on the Aitchison distance matrix at day 1 post-partum

(DPP1):.

Group comparison Aitchison distance Pseudo-F-value P-value
Aitchinson distance, DPP1
_Cam.ml—cantml (within group) 1.945+0.880
Yeast-yeast (within group) 1.634£0.789 4.076 0.02
Control-yeast (between groups) 1.984 +0.909*
.Altchl.nsml distance, from G56 to DPP56
Control-control (within group) 1.953+0.024
Yeast-yeast (within group) 1.860+0.016 1079121 0.338
. Control-yeast (between groups) 1.826+0.013

*P<0.05 in the FERMANOVA test means that the distances between the two groups are significantly different.

TABLE 4 Impact of the supplementation with Saccharomyces cerevisiae var. boulardii CNCM [-1079 on composition of colostrum and milk (n = 18 per

group).
LS means + SE P-value
Control Yeast Treatment Age Breed size Litter size
Colostrum (DPP1)
Dry matter, % 21.0+0.87 2242089 0.375 0.669 0.022 0.909
Crude protein, % 8.96+0.74 9462076 0.396 0.912 0.507 0.013
Sugars, % 264£0.19 3082020 0.059 0.550 0.186 0.396
Fat, % 6.80 £0.61 7.7820.60 0.117 0.005 0.563 0.998
Gross energy, keal/g 1.24 £0.60 1.39:0.62 0.015 0.032 0.337 0.056
IgA, g/L 12.3+3.05 163+3.00 0512 0.058 0.063 0.848
IgG, g/L 418739 4402727 0.776 0.031 0.062 0.737
Milk (DPP7)
Dry matter, % 20.8+0.72 2222065 0.306 0.456 0.043 0551
Crude protein, % 7.64+0.83 1041076 0.042 0.003 0316 0592
i Sugars, % 3.56+0.02 3461002 0.966 0.398 0.428 0.699
Fat, % 89810.71 9.5320.65 0.416 0.198 0.473 0.863
Gross energy, keal/g 1.41£0.09 1.61+0.08 0.093 0.215 0.330 0.706
. IgA, g/L 13.0£2.60 18.1+2.52 0.297 0.003 0.083 0.830

LS means = adjusted least square means, SE = standard error, DPP = day post-partum.

4 Discussion

The gestation, peripartum and neonatal periods are challenging
for bitches and their puppies. The aim of the present study was to
evaluate whether supplementing the dams with live yeast from
mid-gestation until separation of the puppies could support the
animals during these periods. The effect of supplementation was
investigated both in the dams and in their offspring.

Disruption of the maternal microbiota around birth could
compromise normal bacterial colonization of the infants
gastrointestinal tract, and, in turn, increase susceptibility to
inflammation and reduce gut barrier function (52-54). Measuring the
microbiota resilience is a good way to evaluate the impact of the peri-
partum period, which is a physiological stress, on the health status of
the bitches and their offspring (55). The diversity index has been

described as a good indicator of gut resilience in humans (56, 57).
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Previous work in humans has shown that the diversity of bacterial
species within an individual typically declines with gestation and this
may contribute to microbiota unbalance (52), probably because of
hormonal storm. In our study, in agreement with this observation,
significant differences were identified in the Control group between
(28 and G56 and then G56 and DPPI; the Shannon index being the
lowest at G56. Thus, the supplementation with SB-1079 seemed to limit
the wvariation in the microbiota diversity around parturition.
Interestingly, same evolution of alpha-diversity is described in sows, for
which microbiota richness is reported to be the lowest on day 1 before
and day 3 after parturition, and such result has also been reported in
sows (59, 60). Thus, adding SB-1079 before a physiological challenge
like parturition can be an interesting strategy to improve microbiota
resistance and/or recovery, both components of the resilience.
Overall, the microbiota of the bitches was characterized by ASV's
typical of healthy adult dogs like Fusobacteriaceae, Enterobacteriaceae,
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TABLE 5 Impact of the supplementation of the dam with Saccharomyces cerevisiae var. boulardii CNCM 1-1079 on litter size, number of puppies born
alive, and number of puppies weaned and mortality at weaning (n = 36 litters and 254 born alive puppies).

Item Control Yeast IRR + SE 95% ClI P-value
Litter size

. Intercept | TEEx113 6.19-9.85 <0001
Treatment (conirol as reference) 142 142 101113 0.80-1.28 0.935
Age (class 1 as reference; <3 y)
dus 2 (>3 <4 years) . . 124 . 78 099z ll16 0.74-1.32 0.966
Class 3 (>4 < 6 years) 124 &2 Lo6x1.15 0.80-1.40 0.690
Breed size (large as reference) 216 68 0941115 0.71-1.23 0.656
Stillborn puppies
Intercept 030217 0.05-1.17 0.125
Treatment {control as reference) | 17 13 0.78+1.47 0.36-1.65 0.509
Age (class 1 as reference; <3 y)
dasg 2 (>3 <4 years) . 5 8 2362178 0.78-7.86 0.136
Class 3 (>4 <6 years) 5 17 4891167 1.92-149 0.002
Breed size (large as reference) | 27 3 0411152 0.09-1.28 0.174
Litter size (class 1 as reference, <7 puppies bol;n} -
Class 2 (7-8 puppies born) . -] . 8 1.08£2.03 0.29-5.16 0.918
Class 3 (> 8 puppies born) | 3 . 19 1.87£1.96 0.56-856 0.352

i Nuber of weaned puppies - .
Intercept 43321258 2.71-6.66 <0001
Treatment (control as reference) | 111 110 097 £1.148 0.74-127 0.823
Age (class 1 as reference; <3 y)
Class 2 (>3 = 4years) 108 . 6l 095%1.178 0.68-1.30 0.746
Class 3 (>4 < 6 years) 108 53 0.79x1.186 0.56-1.10 0.168
Breed size (large as reference) I 161 . 6l ! 1.22+1.169 0.90-1.65 0.194
Litter size (class 1 as reference, <7 puppies born)
Class 2 (7-8 puppies born) 30 B2 1.50+1.242 0.99-233 0.062
Class 3 (> 8 puppies born) | 30 110 L.68+1.232 1.13-257 0.013

IRR = Incidence Rate Ratio, SE =standard error, Cl= confidence interval.

Clostridivwm hiranonis (recently renamed as Peptacetobacter hiranonis),
Bacteroides, Phascolarctobacterium (61), but also by other ASVs that
are more typical of gestation and lactation, like Lactobacillaceae,
Porphyromonas and Corynebacterium. Pregnancy and lactation
periods in bitches are most probably accompanied by changes on the
gut microbiota as noticed in other species. In humans and swine, these
changes include Proteobacteria,
Actinobacteria, and opportunistic pathogens and a decrease in species
richness as well as in SCFA producers bacteria, all occurring as

increased abundance of

pregnancy progresses (00, 6.2). Interestingly, the beta-diversity was
overall not different between the 2 groups but differed significantly
one day post-partum.

At day 1 post-partum (Figures 2C,D; Supplementary Figure 52),
feeding SB-1079 pre-partum promoted a higher relative abundance of
bacteria known as beneficial and linked to SCFAs production, notably
C. hiranonis, F. prausnitzii, Dorea, Megamonas and Bacteroides
plebeius. E. prausnitzii is a pH and oxygen sensitive bacteria, which is
a well described butyrate producer while Fusobacterium spp. are
among the “canine heatlhy microbiota bacteria” and can produce
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butyrate from protein (61, 63). Increased abundance of Megamonas
Spp., an important propionate and acetate producer, has been found
in healthy compared to diarrheic cats (54) and in dogs consuming
inulin-rich diets (55). Interestingly in sows, a better persistence of
relative abundance of fibrolytic bacteria, oxygen and pH sensitive
strains, was reported in SB-fed sows (13, 59), suggesting that the live
yeast can shape the microenvironment of the gut to favor growth of
strict anaerobes. Besides the observed increase in beneficial bacteria,
the LEfSe analysis at DPP1 also indicated a higher relative abundance
of Enterobacteriaceae in the Yeast group compared to the Control
group (Supplementary Figure 51). To deeply explore this difference,
we conducted gPCR to evaluate the number of 16§ DNA copies
belonging to E. coli and found no difference between the two groups
(data not reported here). All along the study, the microbiota of bitches
fed the control diet was characterized by higher relative abundances
of diverse bacteria (facultative anaerobes for most of them) known as
opportunistic and potentially pathogenic like Proteus spp.,
Mpycoplasma spp., Tissierellaceae.ph2.ph2_un and/or Vagococcus spp.
compared with Yeast group. Another potential pathogen, Tissierella
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TABLE & Impact of the supplementation of the dam with Saccharomyces cerevisiae var. boulardii CNCM 1-1079 on the probability of low birth weight

puppies (n = 36 litters and 254 born alive puppies).

Number of Q1 BWb

Multinomial regression

Control Yeast OR + SE (95% Cl) P-value
Tr (control as refe €) 41 19 3.5+ 1.77 (1.14-10.69) 0.028
Age (class 1 as reference; <3 y)
Class 2 (>3 < 4years) 26 17 1.14+1.95 (0.31-4.21) 0.844
Class 3 (>4 <6 years) 26 17 1.16+1.97 (0.38-5.52) 0.580
Litter size (class 1 as reference, <7 puppies born)
Class 2 (7-8 puppies born) 4 17 0.59+2.24 (0.12-2.85) 0.508
Class 3 (> 8 puppies born) 4 39 0.21+2.15 (0.05-0.94) 0.041
Q1 BWh = birthweight in the lowest 25%, OR = Odds Ratio, SE = standard error, CI = confidence interval.
A B
Yeast — — o L] :
P=0.047 z |
Conlrol - e - am l
‘? .
o Yeast e P=0.028 1
: ] —F— o . b
= = ~ T
§ Coniro é. t E ; [
= e |
Yeas! e S i . - “,
P=0.150 § S0 H N ¢ | :
Cantrel - e = g { ] 13
] .
£ ? ¢ ——
Yeast X %
Procsa y ¢ ¢ R e
Cantrol ——————— ——————] | }
. . ) |
1] [+ s e Py )
prab 1
:
)
c
Contral group Yeast group & e = s
7000-
E 8000~
by
8 5000-
5 4000-
1
=
= 3000~
E 2000 -
1000-
0-
0124 714212835424858 0 1 2 4 7 142128354249 58
Days of age
FIGURE 3
Impact of the supplermentation of dams with Saccharomyces cerevisiae var. boulardii CNCM |-1079 on puppy's growth. (A) Results of the multinomial
regression showing that the odds of having puppies’ birth weight in other quartiles than Q1 and Q2 was higher in Yeast group compared with Control
group. (B) Comparison of growth rates during the first three weeks of life depending on the birth weight quartile. (C) Evolution of average body weight
per litter between birth and two months of age according to treatment groups.

sp. was found in higher relative abundance in LBW puppies (66).
Interestingly, demonstrated that the
supplementation of bitches with SB-1079 resulted in a decrease of
opportunistic pathogenic bacteria relative abundances, especially in
LBW puppies (67).

Secretory IgA (slgA) are used as an intestinal biomarker because
they play an important role in maintenance of gastrointestinal

Bendahmane et al

homeostasis by coating the bacteria, favoring a tolerant,
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non-inflammatory relationship with the host and the homeostatic
control of the intestinal redox environment. Faecal slgA concentration
is well-correlated with the sIgA concentration in supernatants taken
from duodenal explant cultures in dogs, thus measuring faecal sIgA
provides a good indicator of mucosal immunoglobulin levels,
reflecting what happens in the gut. In our study, SB-1079
supplementation of bitches resulted in the increase in faecal slgA
concentration (23.3+3.17 vs. 14.5+ 1.98 mg/g in average during all the
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TABLE 7 Impact of supplementation of the dam with Saccharomyces cerevisiae var. boulardii CNCM 1-1079 on postnatal growth of puppies (n =36
litters and 254 born alive puppies).

LS means+ SE

P-value (fixed effects)

Control Yeast Treatment Age Breed size Litter size
GRO-21,% 196+12.2 1784123 0.247 0.153 0.054 0.323 0.005
GR 21-56, % 190+ 11.0 225+112 0.022 0334 0.393 0.393 0.742

GR x-y = growth rate between Day x and Day y. calculated as [(weight at Day y — weight at Day x) + weight at Day x| x 100, LS means = adjusted least square means, SE = standard error,
QBWh = quartile group of hirthweight.

TABLE 8 Impact of the supplementation of the dam with Saccharomyces cerevisiae var. boulardii CNCM 1-1079 on cytokine levels (medians) of their
puppies before and after vaccination against rabies (n = 57 puppies).

DPP35, before vaccination

DPP56, after vaccination

Control (n = 31) Yeast (n = 26) P-value Control (n = 31) Yeast (n = 26)

Serum cytokines, pg/mL

s 1 4,401 3,828 0875 2,768 [ 2,128 0.064
IFNa 708.7 2978 0669 1,157 3267 0.559
IENy [ 0 i 0 0598 - 0 [ 0 0314
IL-10 2474 5313 0.043 1689 407.6 0.068
TGEp 1,300 1,640 0.001 1,421 1,327 0.754
IL-8:1L-10 . 147 777 0.241 169 [ 422 0.032
Specific IgG anti-rabies, Ul/mL

IgG 0.13 0.13 | 0.200 | 346 529 0.936

study period), especially at DPP1. In agreement with these results,
calves supplemented with SB have been shown to exhibit higher
concentrations of ileal and colonic slgA, along with a greater relative
abundance of jejunal E prausnitzii (68, 69). On the contrary, Meineri
et al. (70) reported a decrease in faecal slgA in adult dogs
supplemented with SB. The slgA production is still difficult to
interpret, as it is intimately connected with stress hormones release,
immune cells and microbiota. Nevertheless, decrease in faecal sIgA
has been identified in case of stress challenge in rodent models, while
higher concentrations have been described as providing a better
protection against colonization of Clostridium difficile in infants (71).
To go further and to fully understand the effect observed in our study,
an evaluation of the concentration of butyrate produced as well as a
characterization of the faecal IgA-binding bacteria would have been
required. Taken all together, the higher faecal IgA concentrations and
the positive microbiota changes could mean that SB may favor better
colon homeostasis during the challenging period around whelping.
Bitches receiving SB-1079 in their food exhibited subtle
modulation in their plasmatic metabolome just before parturition
(Supplementary Figure 52). Interestingly, a part of the discriminant
metabolites (glycerophospholipids, acylcarnitines, ketone bodies)
between Yeast and Control groups seems to be associated to lipid and
energy metabolisms. Two glycerophospholipids are found as
discriminant between the 2 groups. Interestingly, Alassane-Kpembi
etal. (72) reported that the supplementation of piglets with SB resulted
in a modulation of blood and liver glycerophospholipid pathway.
Acyl-carnitines derivatives are involved in fatty-acids f-oxidation and
essential to meet the fetal energy needs and to fuel the placenta. When
fatty acid oxidation is defective or diminished an increase in plasma
acylcarnitine levels can be observed (73). In humans, several studies
tried to find biomarkers of LBW or preeclampsia. The concentration
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of certain lysophosphatidylcholines in cord blood has been shown to

positively correlate with BWb (74). Besides, the increase in serum
levels of propionyl-carnitine, malonyl-carnitine, isovaleryl-carnitine,

palmitoyl-carnitine and linoleoyl-carnitine were associated with

gestational diabetes mellitus risk (75). Finally, ketone bodies are

considered as markers of gestational diabetes during pregnancy in

women (76). We could thus hypothesize that the supplementation

with SB allow a better lipid/energy metabolic status, leading to better
perinatal outcomes, i.e., the decreased odd of birth of LBW puppies
or a higher gross energy in colostrum. However, those results are
preliminary in canine species, and further research would be required
to better measure the importance of those potential biomarkers of
energy metabolism during gestation.

Another metabolite which raises interest during pregnancy is
creatine, which has been found increased and discriminant in the Yeast
group. Its homeostasis changes during pregnancy and alterations to
maternal creatine homeostasis throughout gestation could impact the
growth and well-being of the offspring. There is an increased requirement
for maternal creatine due to the rapid growth and increased metabolic
requirements of the fetus in the third trimester of pregnancy in humans.
Interestingly, maternal urinary creatine excretion across pregnancy was
positively correlated with birthweight centile and birth length, suggesting
a relationship between maternal creatine status and fetal growth (77). In
a retrospective case-controlled study (75), a 18% reduction in maternal
serum creatine concentration during the third trimester of pregnancy
was associated with a greater incidence of poor perinatal outcomes. Qur
study suggests for the first time and as in humans, a link between creatine
metabolism during gestation and perinatal outcomes in canine species.
Whether alterations in maternal circulating creatine concentrations are
indicative of other poor perinatal outcomes is still to be ascertained.
Thus, while links are beginning to emerge between maternal creatine
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homeostasis throughout pregnancy and infant outcomes, further studies
are required to understand adaptations to maternal creatine homeostasis
throughout gestation and their association with pregnancy outcomes.
Supplementation with SB could offer a nutritional strategy for
modulating creatine metabolism with the aim of improving
perinatal outcomes.

Our study highlights that, in pregnant bitches like in women,
there is an interdependence between the gut microbiota and the host.
A better faecal microbiota resilience of the alpha-diversity occurs with
a consecutive promotion of SCFA-producing bacteria in bitches fed
with §B-1079. It would have been interesting to evaluate SCFA
production in order to correlate it with the results obtained from
microbiota and metabolomic analyses. However, data obtained
constitute microbial indications suggesting a relationship between
microbiota diversity, SCFAs and energetic metabolism. Coumarate,
found as a discriminant metabolite, is a phenolic compound which
has been found to be present in high quantity in the extracellular
fraction of SB (79) produces through shikimate pathway, an active
metabolic pathway in SB (80), and directly absorbed in the upper
digestive tract. This compound possesses antioxidant activity, protects
against generation of reactive oxygen species and has shown potential
therapeutic benefit in experimental diabetes and hyperlipidemia (79,
&1). Interestingly, supplementation of pregnant women with
polyphenols have been reported to decrease the risk of intrauterine
growth restriction (52). Another interesting metabolite that links
microbiota and host-metabolism is the itaconate which has been
recently discovered to be a mammalian antimicrobial metabolite.
Itaconic acid has great potential to be an antimicrobial compound
against viruses and antibiotic-resistant bacteria and exhibits
immunomodulatory effects (53). Its production occurs after
lipopolysaccharide (LPS) activation of macrophages (%3) to compete
against succinate in the tricarboxylic acid (TCA) cycle. A decrease in
the plasmatic concentration of this compound could be related to a
positive effect of SB in the gut, resulting in less LPS stimulation
through toll-like receptor 2 (TLR2) (#4). The discriminant metabolite
indole-3-acetate is consistent with a positive effect on gut barrier, as
indole and its derivatives may promote the upregulation of adhesion-
related genes and enhance the intestinal barrier to prevent enteritis.
Of note, the pathway of indolacetaldehyde production from
tryptophan is an active pathway in SB (20). Also indole-3 acetate
occurs from tryptophan breakdown by the gut bacterial activity
[Clostridium (55) but also Bifidobacterium (50)].

Throughout gestation and then via mammary secretions, female
provides her puppies with the energy they need to survive and develop.
During the first days after birth, colostrum, providing energy and
immunity, is indispensable for newborn puppies to deal with the
challenging transition from intrauterine to extrauterine life (19, 87).
Many studies in pigs support that live yeast supplementation during
gestation and/or lactation improves the quality of colostrum (16, 88—
91). In the current study, the SB-1079 supplementation had no effect on
the immune composition of the colostrum. Results of other studies
using live yeast are controversial. No change in the immune composition
was described in dairy cows (92) or in sows (13) but another study in
sows demonstrated an increase of the IgG concentration in sow
colostrum (93). Additional studies on the impact of SB supplementation
on the immune composition of the colostrum in the canine species are
required due to its great variation among bitches. Indeed, the IgG and
IgA concentrations may vary greatly depending on time elapsed since
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the onset of lactation and sampling, and depending on the number of
puppies born within a litter and their suckling behaviour (33, 94).
However, the supplementation of bitches with SB-1079 increased
colostrum gross energy (lable 4). It could be beneficial considering the
high energy requirements of puppies just after birth, their limited energy
reserves and their immature thermoregulation system (95). Interestingly,
in bitches, plasma N-acetylneuraminate (also known as sialic acid) was
identified as a discriminant metabolite, suggesting a modulation of
amino-sugar metabolism (96, 97). Sialic acid has been described as
increasing in gestating women, being largely involved in the milk
oligosaccharides synthesis, and crossing the placenta to participate to in
utero body growth and brain development (95). Duniére et al. (91)
reported that a supplementation of gestating ewes with a live yeast
resulted in significantly higher levels of colostral N-glycolylneuraminic
acid. In our study, the decrease in number of LBW puppies as well as the
trend to have more sugars in the colostrum are consistent with a
modulation of the amino-sugar metabolism. In addition, we previously
observed that 2-day old puppies from bitches supplemented with SB had
a faecal microbiota richer in Lactibacillaceae which are well-described
to use milk oligosaccharides (7). Finally, at day 7 post-partum, SB-fed
bitches had a higher concentration of milk proteins and a trend of
higher energy content. It was described that in the canine species,
proteins provide a significant portion of the calories in colostrum and
milk (99). The modulation of the plasma metabolome just before
parturition could relate to the increase in energy and protein content in
the mammary gland secretions, although further research is required
for a better understanding of the mechanisms involved. Alternatively, it
is possible that supplementation with 5B improved overall nutrient
digestibility in the bitches (92).

The concept of immunometabolism has emerged recently
whereby the repolarizing of inflammatory immune cells toward anti-
inflammatory profiles by manipulating cellular metabolism represents
a new potential approach to control inflammation. It is of great interest
to study it during the early life. Interestingly, main mechanisms
described to sustain the DOHaD hypothesis (6) are related to
epigenetics, for which mitochondrial metabolites and cofactors play a
critical role and for which microbiota has been demonstrated to be a
histone methylation and acetylation driver (100). B vitamins group
(including nicotinic acids) and SCFAs are for example sources of
acetyl-CoA or nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) which affect
histone acetylation while butyrate induced histone acetylation (100).
Thus, supplementing bitches with live yeast SB-1079 could affect the
immunometabolic profile of their offsprings, via different mechanisms.
In the current study, this profile was evaluated through the body
weight at birth, the growth rate, the specific immune response as well
as plasma pro- and anti-inflammatory cytokines before and after
vaccination against rabies. Further studies are warranted to deeply
explore the persistence of metabolic changes observed in puppies,
through for example modification of the epigenome (101).

One parameter of litter composition, the repartition of puppies
among BWb quartiles, was significantly influenced by the SB-1079
supplementation. Reducing the number of LBW puppies is of great
interest for breeders considering their lower energy reserves, lower
motility, higher risks of hypoxia, hypothermia and thus, their higher
risk of neonatal mortality compared to normal BWb (20, 21, 102).
Apart from this major short-term consequence, LBW was also
suggested to increase odds to become obese in later life in the canine
species (8). Further studies are needed to understand how
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supplementation could influence intra-uterine growth, especially as
this result has not been found in other studies on pigs. One hypothesis
could be that SB supplementation improved overall nutrient
digestibility by modulation of dam microbiota and improvement of
metabolism (103). The potential antioxidant effect of SB through its
metabolites, as well as the effect on energy metabolism suggested in
our study could also allow an increase of nutrients dedicated to fetus
growth or a better placental function or efficiency (103). Future
studies should therefore include an assessment of antioxidant status
as well as an evaluation of nutrient digestibility in bitches to support
the hypotheses suggested by the results of the current study.

Beside the effect on BWb quartiles, an impact in the growth rate
pattern was detected, with notably an improved growth during the
second part of the suckling period. As in humans, monitoring the
growth of puppies is recommended to identify abnormal patterns. This
should be used as a proxy to evaluate short- and long-term health (10:4).
To our knowledge, those results are the first ones reporting such an
effect of live yeast supplementation to bitches on the growth pattern of
puppies. A rapid growth at the beginning of life is not desired as it may
favor obesity in later life (105-107). In dogs, the link between early
postnatal growth and later overweight as well as the sensitivity window
in which rapid growth should be avoided remain to be explored.
Interestingly, our study confirmed that puppies belonging to the LBW
quartile (Q1) exhibited a quicker, also called “catch-up,” growth
compared to the other puppies, already described in rodents or humans
(108, 109). Therefore, further studies are required to evaluate the effect
of the improved growth detected in the yeast group during the second
half of the suckling period on long-term health. Besides the impact on
the pattern, yeast supplementation allowed a better homogeneity of
postnatal growth between puppies and thus avoided extreme
trajectories. Having a homogenous growth pattern in the kennel should
also facilitate litter’s management for breeders. In our study, puppies
were not directly fed with SB, leading to speculate an indirect effect of
SB. In swine, SB given to the sows has also been demonstrated to have a
beneficial effect on the postnatal growth of piglets. This could
be explained by the improved immune status, assessed by the serum IgG
concentration, observed in piglets born to supplemented dams ( 16-18).

In parallel to the growth patterns, inflammatory and
immunological status of the puppies was assessed before and after
vaccination against rabies virus. This antigen was chosen to make sure
that all the dogs, including bitches, were naive. The aim was to avoid
interference with maternal antibodies, but also to ensure that the
reaction to the vaccine was not biased by a reaction to the pathogen
linked to spontaneous infection. Just before vaccination, the plasma
concentrations in IL-10 and in TGF-p were significantly increased
when bitches received SB-1079. After vaccination, while the specific
immune response was efficient in all puppies, blood 1L-8 tended to
decrease; blood 1L-10 to increase, leading to a significant lower 1L-8:
IL-10 ratio. The supplementation of the bitches with SB-1079
attenuated the inflaimmatory response after a vaccination while
maintaining appropriate levels of specific IgG. In humans fed SB and
suffering from diarrhea-dominant irritable bowel syndrome blood
IL-10 increased; while blood [L-8 and TNF-u decreased (110) whereas
in sheep, a direct supplementation induced higher seroconversion
after vaccination (73). The IL-8 plays a critical role in acute
inflammation and its concentration increases in blood of infants
suffering from necrotizing enterocolitis (111). More generally,
circulating IL-8 is proposed as a promising biomarker of gut
permeability in humans (112). Besides, IL-10 and TGF-f are
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associated with immune tolerance and promotion of Treg cells and are

thus of paramount importance during early life.

5 Conclusion

Our study highlighted an effect of SB-1079 on bitches’ outcomes and
in turn on maternal programming of puppies, confirming that like in
other species, maternal nutrition can impact the immunometabolic
phenotype of the offsprings. Indeed, in dams, it resulted in modulating
gut homeostasis and microbiota while modifying cell metabolism. The
inter-talk between microbiota and host seems to be an interesting area to
be further investigated, in this physiological condition, but also in others
like obesity, insulin resistance or in elderly populations. Feeding bitches
with S§B-1079 is a promising approach to optimize the health and
nutrition of the vulnerable mother—infant dyad, but continued work in
nutritional immunology is required to further enhance our
understanding of the power of nutrition and diet to improve early-life
health of companion animals.

Interestingly, a lot of similarities between humans and dogs have
been highlighted, the canine species appearing as a good model to
understand the DOHaD in humans and to test the effect of some
nutritional strategies. More research on gut microbiota and blood or
urinary metabolism of mothers and puppies is required to better
understand the maternal programming effects allowed by the
supplementation of live yeast to the bitches. To compare with what
happens in humans, it could be of great interest to monitor the impact
of the SB supplementation of the bitches on the long-term health of
puppies, and notably on the obesity and diabetes risk assessment
which is a major issue in pets as well as in human population.
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ANNEXE 2 : Protocole d’alimentation des chiennes et des chiots

JO : Ovulation

Aliment 1
J28 : Inclusion dans I'étude =
J30 : Début supplémentation en i~
Saccharomyces boulardii ;%
Mise-bas
E
2
L
J56 post-partum : Fin de I'étude
Aliment 1 : Croquettes ADULTE 30/16
CRUSTY FOOD SAS (Montardit,
Verteuil d’ Agenais, France)
Composition : bl¢, pois, protéines de Composition : protéines de
volaille déshydratées (18 %), graisse de volaille déshydratées (30 %), mafs, blé,
volaille, gluten de mais, protéines de riz (15 %), graisse de volaille, hydrolysat
volaille hydrolysées, riz, hydrolysat de de viandes, gluten de mais, pulpe de
viandes, protéines d'agneau, protéines de betterave déshydratée, minéraux, huile de
poissons déshydratées (0,5 %) poisson
Additifs : Additifs :
- Vitamines : A, D3 - Vitamines : A, D3, E
- Oligo-éléments : fer, iode, cuivre, - Oligo-¢éléments : fer, iode, cuivre,
manganeése, zinc, sélénium mangangse, zinc, sélénium
Constituants analytiques : Constituants analytiques :
- Protéines brutes : 30 % - Protéines brutes : 28 %
- Matiéres grasses brutes : 16 % - Matiéres grasses brutes : 18 %
- Cellulose brute : 3 % - Cellulose brute : 2 %
- Cendres brutes : 7 % - Cendres brutes : 8 %

- Humidité : 10 %
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ANNEXE 3 : Conditions d’hébergement des chiennes et des chiots

JO0 : Ovulation

J28 : Inclusion dans 1'étude

J30 : Début supplémentation en
Saccharomyces boulardii

Gestation

J-8 avant mise-bas
Mise-bas

J35 post-partum

Lactation

Box individuels
Batiment nurserie

J56 post-partum : Fin de 1'étude

Toutes les chiennes et leur portée dorment sur des copeaux de bois.

* 6 chiennes sont logées dans des box individuels dans la maternité sur cette période (2 du groupe « Témoin » et
4 du groupe « Levure »)
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ANNEXE 4 : Protocole de vaccination et de vermifugation

-

Vaccination :

- Parvovirus (virus atténu¢, Vanguard, Zoétis, France)
- Maladie de Carré, hépatite de Rubarth (adénovirus
de type 2 atténués)

- Parvovirus (parvovirus de type 2b atténué)

- Parainfluenza et leptospirose (L. interrogans serovar
Chiennes icterohaemorrhagiae, serovar bratislava and serovar

canicola, and L. kirschneri serovar grippotyphosa,
atténuées, vaccin Biocan Novel DHPPi+L4, Bioveta,
République Tcheque)

1 mois avant I'ovulation

Vermifugation :

Pulvérisation de 1ml/L d'eau de phoxime, (Sebacil
50% solution 500 mg/mL, Elanco, Allemagne)
Vermifugation :

2 doses par voie orale & 1 semaine d'intervalle de 50

Entre 9 et 33 jours d'dge mg/kg de fenbendazole (Panacur, MSD Animal
Health, Royaume-Uni) et 1 mg/kg de diclazuril
(Vecoxan, MSD Animal Health, France)
Chiots Vaccination :
A 21 jours d'dge Bordetella bronchiseptica et parainfluenza (vaccin
Nobivac KC, MSD Animal Health)

Vaccination :
A 28 jours d'age Parvovirus 3 injections 4 1 semaine d'intervalle
(Vanguard, Zoétis, France)

8 jours avant la mise-bas, entrée
dans la maternité
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ANNEXE 5 : Protocole rédigé des dosages ELISA

Test ELISA

I- Préparation des solutions

Matériel du labo: Préparation:
- 1 bouteille d’H20 stérile de 250ml « Solution de IX Dilution Buffer B

- 1 éprouvette graduée de 250ml
- 1 bouteille vide de 250ml

- 1 bouteille d"H20 stérile de 1L

- 1 éprouvette de 1L

- 1 bouteille vide de 1L

- Mesurer 225ml d'H20 stérile dans I'éprouvette de 250ml
- Transvaser I'H20 stérile dans une bouteille de 250m|

- Ajouter les 25 ml de solution 10X Dilution Buffer B

- Bien mélanger en agitant la bouteille a la main

* Solution de 1X Wash Buffer
- Mesurer 950mL d’H20 stérile dans I'éprouvette de 1L
- Transvaser I’'H20 stérile dans une bouteille de 1L
- Ajouter les 50ml de la solution de 20X Wash Buffer
- Bien mélanger en agitant la bouteille a la main
Matériel du kit :
- 10X Dilution Buffer B (25ml)
- 20X Wash Buffer (50ml) => Conserver les solutions a 4 °C
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Test ELISA

lla- Préparation des échantillons

(1) Préparation pour les échantillons de colostrum et de lait
Matériel : - Echantillons dans les tubes Eppendorf

- Centrifugeuse a 4°C

- Bac contenant de la glace pilée

* Décongeler les échantillons 30 minutes a I'air ambiant

+ Centrifuger a 20 000g pendant 30 mina 4 °C

Remarque : penser a bien équilibrer la centrifugeuse

(si besoin, remplir un tube Eppendorf avec de l'eau jusqu’é avoir approximativement le méme

volume que dans le tube Eppendorf contenant I'échantillon et les placer face a face dans la centrifugeuse)

* Placer immédiatement les échantillons dans la glace. On doit pouvoir observer les 3 couches du schéma a droite.
* Diluer (voir étape suivante)

(2) Dilution des échantillons (ex: 1/25 000e)

Matériel : - Tubes de dilution 1,2ml - Pipette multicanaux 300 pl

- Solution de 1X Dilution Buffer B (250 ml) - Cones 200 pl

- Bécher - Feuille de papier absorbant

- Multipipette réglée sur 1 ml avec un réservoir de 25 ml - Grille papier ELISA

- Pipette multicanaux 10 pl - Echantillons dans les tubes Eppendorf

- Cones 10 ul - Pipette de 10 pl

* Préparer les tubes 3 pour 3 avec un rang d’'espacement (voir schéma a droite)

* Verser quelques ml de solution de 1X Dilution Buffer B dans un bécher

* Mettre 990 pl de 1X Dilution Buffer B dans les puits colonne 1 et 2 et 600 pl dans ceux colonne 3

(Pour cela, verser 1 ml de Buffer dans toutes les colonnes avec la multipipette (voir Remarques p.3) puis enlever I'excédent
grace aux pipettes multicanaux de volume adapté)
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pipette 10 pl, écarter la couche supérieure de gras. Changer de cone s’il est obstrue. Prélever le sérum a travers le trou crée
dans le gras

* Ajouter 10 pl de sérum de chaque échantillon dans les puits de la colonne 1 a I'aide de la pipette 10 pul

* Une fois la colonne 1 faite, la mélanger avec la pipette multicanaux 300 pl (V=200 pl)

* Prendre 10 pul de la colonne 1 et ajouter a la colonne 2 avec |a pipette multicanaux 10 pul . Jeter les cones

» Meélanger la colonne 2 avec la pipette multicanaux 300 pl (V=200 pl)

* Prendre 400 pl (2x200 ul) de la colonne 2 et ajouter a la colonne 3 avec la pipette multicanaux 300 ul . Jeter les cones

- Vérifier les niveaux de liquide dans les tubes de dilution (jeter et recommencer le tube s’il y a un doute sur le volume versé)
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* Noter les échantillons sur la grille ELISA (voir modéle a droite)
= Sion travaille sur sérum, bien vortexer les échantillons VS Si on travaille sur colostrum ou lait, a I'aide de la
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Test ELISA

Ilb- Préparation des échantillons

(1) Préparation pour les échantillons de colostrum et de lait
Matériel : - Echantillons dans les tubes Eppendorf

- Centrifugeuse a 4°C

- Bac contenant de la glace pilée

+ Décongeler les échantillons 30 minutes a I'air ambiant

* Centrifuger a 20 000g pendant 30 mina 4 °C

Remarque : penser a bien équilibrer la centrifugeuse

(si besoin, remplir un tube Eppendorf avec de I'eau jusqu’a avoir approximativement le méme

volume gue dans le tube Eppendorf contenant I'échantillon et les placer face a face dans la centrifugeuse)

* Placer immédiatement les échantillons dans la glace. On doit pouvoir observer les 3 couches du schéma a droite.
+ Diluer (voir étape suivante)

(2) Dilution des échantillons (ex: 1/50 000e) (conseillée IgA lai olostrum + I
Matériel : - Tubes de dilution 1,2ml - Pipette multicanaux 300 pl
- Solution de 1X Dilution Buffer B (250 ml) - Cones 200 pi
- Bécher - Feuille de papier absorbant
- Multipipette réglée sur 1 ml avec un réservoir de 25 ml - Grille papier ELISA
- Pipette multicanaux 10 pl - Echantillons dans les tubes Eppendorf
- Cones 10 pl - Pipette de 10 pl

* Préparer les tubes 3 pour 3 avec un rang d’'espacement (voir schéma a droite)

* Verser quelques ml de solution de 1X Dilution Buffer B dans un bécher

* Mettre 990 pl de 1X Dilution Buffer B dans les puits colonne 1 et 2 et 800 pl dans ceux colonne 3

(Pour cela, verser 1 ml de Buffer dans toutes les colonnes avec la multipipette (voir Remarques p.3) puis enlever I'excédent
grace aux pipettes multicanaux de volume adapté)
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* Noter les échantillons sur la grille ELISA (voir modéle a droite)
+ Sion travaille sur sérum, bien vortexer les échantillons VS Si on travaille sur colostrum ou lait, a I'aide de la

pipette 10 ul, écarter la couche supérieure de gras. Changer de céne s”il est obstrué. Prélever le sérum a travers le trou crée
dans le gras

+ Ajouter 10 pl de sérum de chaque échantillon dans les puits de la colonne 1 a l'aide de la pipette 10 ul

* Une fois la colonne 1 faite, la mélanger avec la pipette multicanaux 300 pul (V=200 pl)

* Prendre 10 pl de la colonne 1 et ajouter a la colonne 2 avec la pipette multicanaux 10 ul . Jeter les cnes
+ Mélanger la colonne 2 avec la pipette multicanaux 300 pul (V=200 pl)

* Prendre 200 pl de la colonne 2 et ajouter a la colonne 3 avec la pipette multicanaux 300 pl . Jeter les cones
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Test ELISA

lic- Préparation des échantillons

(1) Préparation des échantillons de colostrum et de lait
Matériel : - Echantillons dans les tubes Eppendorf

- Centrifugeuse a 4°C

- Bac contenant de la glace pilée

* Décongeler les échantillons 30 minutes a température ambiante

+ Centrifuger a 20 000g pendant 30 min a 4 °C

Remarque : penser a bien équilibrer la centrifugeuse

(si besoin, remplir un tube Eppendorf avec de l'eau jusqu’a avoir approximativement le méme

volume que dans le tube Eppendorf contenant I'échantillon et les placer face a face dans la centrifugeuse)

* Placer immédiatement les échantillons dans la glace. On doit pouvoir observer les 3 couches du schéma a droite.
* Diluer (voir étape suivante)

(2) Dilution des échantillons (ex: 1/500 000¢) (conseillée IgG colostrum)

Matériel : - Tubes de dilution 1,2ml - Feuille de papier absorbant
- Solution de 1X Dilution Buffer B (250 ml) - Grille papier ELISA
- Bécher - Echantillons dans les tubes Eppendorf
- Multipipette réglée sur 1 ml avec un réservoir de 25 ml - Pipette de 10 pl
- Pipette multicanaux 10 pl - Pipette multicanaux 300 pl
- Cones 10 pl - Cones 200 pl

* Préparer les tubes 3 pour 3 avec un rang d'espacement (voir schéma a droite)

* Verser quelques ml de solution de 1X Dilution Buffer B dans un bécher
* Mettre 990 pl de 1X Dilution Buffer B dans les puits colonne 1 et 2 et 980 pl dans ceux colonne 3

(Pour cela, verser 1 ml de Buffer dans toutes les colonnes avec la multipipette (voir Remarques p.3) puis enlever I'excédent

grace a la pipette multicanaux 10 pl)
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* Noter les échantillons sur la grille ELISA (voir modéle a droite)

+ Sion travaille sur sérum, bien vortexer les échantillons VS Si on travaille sur colostrum ou lait, a I'aide de la
pipette 10 ul, écarter la couche supérieure de gras. Changer de céone. Prélever le sérum a travers le trou crée dans le gras
* Ajouter 10 pl de sérum de chaque échantillon dans les puits de la colonne 1 a I'aide de la pipette 10 pl

* Une fois la colonne 1 faite, la mélanger avec la pipette multicanaux 300 ul (V=150 pl)

* Prendre 10 pl de la colonne 1 et ajouter a la colonne 2 avec |a pipette multicanaux 10 pl . Jeter les cones

* Mélanger la colonne 2 avec la pipette multicanaux 300 pl (V=150 pul)

* Prendre 2x10 pl de la colonne 2 et ajouter a la colonne 3 avec la pipette multicanaux 10 pl . Jeter les cones

TR - SERR - S J

Remarque : La concentration en lg dans les sécrétions lactées variant considérablement au cours de la lactation, les dilutions conseillées selon le temps aprés la mise-bas sont répertoriées
dans la thése d’Amélie ALBARET sur la composition immunologique des sécrétions lactées chez la chienne, p.29

117



Test ELISA

II- ELISA

(A) Préparation du standard
Matériel : 2 flacons de standard lyophilisé/ 7 tubes / Pipette 1000 pl /
Pipette 200l

Mélanger (vortexer) les 1000 ng 1X Dilution Buffer B
du standard dans

1 ml de 1X Dilution Buffer B 300 pl

1 ETEEXT LT

1000 3333 11,1 37 12,3

3

150 pl 150l 1500 150p0 150 pl

« /I\Sile standard est raté => |a plaque est ratée

* Garder le standard pour toutes les plaques de la journée

* Bien mélanger entre chaque (5 fois minimum et sans mouvements brusques)
* Jeter le cone avant de mélanger le tube suivant
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(1) Numéroter les colonnes de la plaque

(2) Ajout des échantillons et du standard

- Ajouter 100 pl de standard dans les premiers puits (rangée 1)
(en commengant par la dilution 0) (pipette 100 pl)

- Mélanger les puits de la colonne 3 des échantillons dilués
(pipette multicanaux 100pl)

- Ajouter 100 pl de ces échantillons dans les puits de la plaque
en duplicata

Attendre 1 H

(3) Rincer 4 fois avec le 1X Wash Buffer
/\ Bien secouer la plaque avant de laver ET APRES !
(La machine est réglée pour laisser un fond de Wash aprés le lavage)



(B) Incubation avec I’Ac de détection
Mat : Pipette multicanaux 100ul, solution Dog IgG/A Detection Antibody, 1
plague de Peyer

(4) Ajouter 100 pul d’Ac de détection dans chaque puits

Attendre 1H

(5) Rincer 4 fois avec le 1X Wash Buffer

Test ELISA

(C) Incubation avec la solution HRP
Mat : Pipette multicanaux 100pl, solution HRP A, 1 plaque de Peyer

(6) Ajouter 100 ul d’"HRP dans chaque puits

Attendre 30 min

(7) Rincer 4 fois avec le 1X Wash Buffer

(D) Incubation avec le substrat TMB et la solution STOP
Mat : Pipette multicanaux 100ul, substrat TMB, solution STOP, 2 plaques de Peyer

(8) Ajouter 100 ul de TMB dans chaque puits

Attendre 30 minutes dans le noir
/!\ Ne pas couvrir d’aluminium

(9) Ajouter 100 ul de solution STOP dans chaque puits

(E) Mesure de 'absorbance

(10) Analyser au spectrophotomeétre a 450 nm
dans les 30 minutes qui suivent maximum !
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ANNEXE 6 : Exemple de courbe-étalon obtenue avec le Kit ELISA IgA de chez Bethyl

Lab., Montgomery, USA

L LR | T T v Y L3 L e |
10 100
Concentration
4-PFit.ty=(&-DN(1+(&CyB)+D: A B c 1
1: Concentration vs Absorbance) 0.00241 0.917 1.26e+03 4
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ANNEXE 7 : Récapitulatif des résultats des modéles statistiques

- Résultats des modéles ANCOVA :

Moyenne * écart-type
- p-value

Supplé- Supplé- Supplé-
Sérum des Supplé- | Format Taille | mentation | Différence | mentation me.ntation X
chiennes mentation | racial g - blos B différence
portée taille de J28-J56 format NEC J28-
portée racial J56

1eG 128 38,7+ 14,7 36,6 £ 16,0 0,059 0,583 0,187
(€49
1eG 56 316+11,6 253+75 0,253 0,993 0,745 0,178 0,068
(g/L)
Différence
JZI8g—fT}5 6 -11,2+£15,2 -7,2+£15,7 0,349 0,592 0,093 0,781 0,144 <0,001 0,020 0,006
Colostrum Supplémentation Format racial Age
12G 48,9+31,2 46,0+33,4 0,900 0,010 0,053
(g/L)
leA 144+11,8 169+12,6 0,285 0,040 0.073
(g/L)
Lait Supplémentation Format racial Age NEC J56
(Ig%LA) 143+94 174+11,8 0,090 0,036 0,004 0,036

- Résultats du modeéle linéaire mixte :

y typ p-value des effets fixes
Levure
PERIEES Supplémentation Format racial Supplémentation X format
chiots racial
1eG 10,7+9,1 13,0+ 11,0 0,302 0,082 0,013
(g/L)

- Résultats du modele linéaire mixte généralisé :

Déficit de TIP Odds-Ratio Intervalle de confiance 95%

Intercept 0,0 0,00 - 0,47 0,010
Supplémentation

(t8moin en r&férence) 27 30 0,21 0,03 - 1,64 0,137

Format racial
(M en référence) 115 1 0,09 0,00 — 3,12 0,180
Supplémentation X
format racial 7
(empmXin o 15 1 245,28 2,50 —2,58x10 0,019
référence)
1eG zg}l‘jm““ 49,1+33,7 43,9+29,1 1,03 1,00 — 1,07 0,053
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lactation sur la concentration en immunoglobulines dans les sécrétions lactées et sur le transfert de
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Résumé : Le transfert d’immunité passive (TIP) via le colostrum puis I’ingestion du lait contenant des
immunoglobulines (Ig) conditionnent la mortalité néonatale des chiots. Les IgG ont été¢ dosées dans le sérum et
le colostrum de 36 chiennes dont la moitié¢ a été supplémentée en Saccharomyces boulardii (SB) pendant la
gestation et la lactation. Les IgG dans le sérum de leurs chiots ainsi que les IgA du colostrum et du lait ont été
analysées. Dans notre étude, SB a légérement amélioré la concentration en IgA dans le lait mais, seule, elle n’a
pas montré d’effet sur la qualité immunologique du colostrum ni sur le TIP. Néanmoins, chez les chiennes, elle
limite I’'impact de la taille de portée et du format racial sur la quantit¢ d’IgG sériques et, elle augmente la
concentration en IgG sériques des méres maigrissant pendant la gestation. Enfin, chez les chiots de format racial
médium, la concentration sérique en IgG est plus élevée et une diminution du risque de déficit de TIP est notée

grace a SB.
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Title: Effects of a supplementation with Saccharomyces boulardii in pregnant and lactating female dogs on
the immunoglobulin concentration of mammary secretions and passive immmune transfer in puppies

Abstract: Passive immune transfer (PIT) through colostrum and the ingestion of milk containing
immunoglobulins (Ig) is crucial for neonatal mortality in puppies. IgG levels were measured in the serum and
colostrum of 36 bitches, half of which were supplemented with Saccharomyces boulardii (SB) during gestation
and lactation. The IgG levels in the serum of their puppies, as well as the IgA levels in the colostrum and milk,
were analyzed. In our study, SB slightly improved the concentration of IgA in the milk ; however, it did not show
any effect on the immunological quality of the colostrum or on PIT by itself. Nonetheless, in bitches, it mitigates
the impact of litter size and breed size on serum IgG levels, and it increases serum IgG concentrations in mothers
losing weight during gestation. Finally, in puppies of medium-sized breeds, serum IgG concentrations are higher,

and a decrease in the risk of PIT deficiency is observed thanks to SB.
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