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Introduction

Le microbiote intestinal, constitué de milliards de micro-organismes, joue un réle essentiel dans la
santé et le bien-étre de son hoéte. Il est composé principalement de bactéries, mais aussi de virus,
champignons et autres micro-organismes qui interagissent avec |'organisme de fagon complexe et
constante. Ces micro-organismes vivent en symbiose avec leur héte, contribuant a des fonctions
vitales telles que la digestion, I'optimisation de l'utilisation des nutriments, la production de
vitamines et autres métabolites impliqués dans l'intégrité de I’épithélium intestinal, ainsi que la
modulation du systeme immunitaire. Par ailleurs, le microbiote intestinal joue également un role clé
dans la protection contre les agents pathogenes, en occupant I'espace et en produisant des

substances antimicrobiennes.

Le microbiote intestinal évolue continuellement tout au long de la vie. Sa composition est influencée
par de nombreux facteurs extrinseques, tels que I'environnement et I'alimentation, ainsi que par des
facteurs intrinseques, comme |'état de santé, les agents infectieux auxquelles I'h6te est exposé ou
les traitements médicamenteux qu'il peut recevoir. Ces variations du microbiote sont le reflet de son
adaptabilité et de sa capacité a répondre aux changements physiologiques et environnementaux de
I’"hote.

Outre ces facteurs générauy, il est désormais bien établi que la génétique est un facteur déterminant
de la composition du microbiote intestinal chez ’'Homme ainsi que chez le chien. Chez le chien,
certaines races montrent une susceptibilité accrue a des affections gastro-intestinales chroniques. Le
microbiote intestinal joue un role essentiel dans le développement et le maintien de ces maladies
digestives chroniques. Ainsi, les altérations pathologiques du microbiote, appelées dysbioses, sont
couramment observées chez les chiens atteints d'entéropathie chronique, et ces perturbations
microbiennes peuvent a la fois aggraver la maladie et ouvrir la voie a des interventions
thérapeutiques ciblées.

Dans ce contexte, I'étude du microbiote intestinal chez les races de chiens prédisposées a certaines
affections digestives représente un axe de recherche prometteur pour mieux comprendre les
mécanismes sous-jacents de ces maladies. De plus, la modulation du microbiote pourrait offrir de
nouvelles perspectives thérapeutiques, en corrigeant les déséquilibres microbiens pour restaurer la
santé intestinale. La présente these s'intéresse a l'influence de la race sur la composition du
microbiote fécal chez trois races de chiens : le Berger Australien, utilisé comme race témoin car ne
possédant aucune prédisposition a des maladies digestives, le Berger Allemand et le Yorkshire
Terriers, deux races prédisposées aux entéropathies chroniques (EC).
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L’objectif de cette étude est de comparer la composition du microbiote fécal de ces trois races de
chiens, pour tenter d’expliquer les susceptibilités raciales a certaines maladies gastro-intestinales
chroniques. En explorant cette influence, nous espérons mieux comprendre les interactions entre la
génétique de I'hote, le microbiote et la santé intestinale, et ainsi ouvrir la voie a des stratégies
diagnostiques et thérapeutiques ciblées.
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1 Le microbiote intestinal du chien

1.1 Généralités et définitions
1.1.1 Microbiote

Le microbiote désigne la communauté complexe de micro-organismes, comprenant principalement
des bactéries mais aussi des virus, des champignons ou des archées, qui résident dans un
environnement spécifique (h6te ou matiere). Il regroupe des milliers d’espéces différentes, et on
estime a plusieurs kilogrammes la masse cumulée de I'’ensemble de ces micro-organismes.

Chez les mammiferes comme chez I’humain, il existe plusieurs types de microbiotes. Les plus étudiés
sont les microbiotes cutané, respiratoire, génital et digestif notamment. Notre étude se focalisera

exclusivement sur ce dernier appelé communément le microbiote intestinal.

Cette communauté microbienne interagit de maniere dynamique avec |'h6te, influengant divers
aspects physiologiques et métaboliques allant de la digestion des aliments a la modulation du

systéme immunitaire.

1.1.2 Microbiome

Le microbiome caractérise I'’ensemble du génome exprimé par le microbiote.

La caractérisation et I'étude du microbiome sont rendues possibles par des techniques de
séquengage a haut débit, qui permettent d'analyser le matériel génétique des micro-organismes
présents dans un échantillon. Ces analyses fournissent des informations sur la diversité, I'abondance
et la fonction des différents membres du microbiote, ainsi que sur leurs interactions avec leur
environnement ou leur hote.

1.1.3 Métagénomique

La métagénomique est une discipline scientifique qui étudie les génomes collectifs d'une
communauté microbienne présente dans un environnement donné, sans avoir besoin d'isoler et de
cultiver chaque micro-organisme individuellement. Cette approche permet d'analyser la diversité
génétique et fonctionnelle des micro-organismes présents dans un échantillon. La métagénomique
utilise des techniques de séquengage a haut débit pour obtenir des millions de fragments d'ADN ou
d'ARN a partir de I'échantillon a analyser. |l existe deux grandes stratégies de séquencage en

métagénomique : la stratégie globale et la stratégie ciblée.
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- La métagénomique globale consiste a fragmenter tous les ADN présents dans un
échantillon en courts fragments et a les séquencer a I'aide d'un séquenceur haut débit (d’ou
le nom de « Shotgun sequencing »). Les séquences (ou reads) obtenues sont réassemblées

bioinformatiquement afin de reconstruire les génomes bactériens d'origine.

Génome bactérien

) Reads *
o fragment d'ADN “ e ———
0 o '-‘,-'i.' -~ S ad N m— — T
3 > —
2 . ~
g —— —— —
Echantilk Extraction et N
. aamerision e o S g Ly

Figure 1 : Stratégie globale : L'ensemble des ADNs présents dans un échantillon de microbiote sont séquencés

- La métagénomique ciblée consiste a séquencer un unique gene au lieu d'un génome
complet. Ce gene doit étre commun a plusieurs espéces tout en présentant des régions
suffisamment variables afin de discriminer une espéce. En bactériologie, le gene utilisé est

celui de I'ARN 16S. Il s'agit d'un géne présent uniquement chez les bactéries.

Gene ARN 165 Genome bactérien

Reads - .
” —
0 ’ — N — — o
£ / —_— ’ — — — — — =
L@ ~) 8] ’, ’, — — =
S el —
Echantillon Selection des ADNs Sequencage ciblé Alignement sur tous les ARN 16s
d'un microbiote cibles { ARN 165) bactériens connus

Figure 2 : Stratégie ciblée : Seuls les ADNs du géne cible sont séquencés (en bactériologie, le gene cible est I'ARN 16S)

La métagénomique globale est plus précise que la métagénomique ciblée. Cette premiere stratégie

permet par exemple d’étudier le métabolome, le protéome...

La stratégie ciblée est plus sélective. Le gene de I'ARN 16S est présent uniqguement chez les bactéries

qui seront donc les seules séquencées, alors que la stratégie globale séquence tous les ADN présents

dans le milieu sans discernement, qu'ils soient bactériens, viraux ou encore humains. Enfin, les

algorithmes de traitement des données issues d'un séquencage ciblé sont beaucoup plus simples que

les assemblages de génomes nécessaires dans le séquencage global.

1.1.4 Notion de diversité o et 3

En métagénomique, les indices de diversité alpha et béta sont deux fagons de mesurer la diversité

des micro-organismes dans un échantillon.

18



La diversité alpha se concentre sur la richesse de I’échantillon a travers la variété des especes qu’il
comprend. Cette donnée n’est toutefois pas suffisante pour évaluer la diversité, comme démontré

dans la figure ci-dessous.

o ”'
A < B A B

X

3 especes 4 especes

X

2 especes 4 especes

B est plus diversifié que A car il contient deux B contient plus d’espéces mais semble

fois plus d'espéces moins diversifié

Figure 3 : Schématisation de la notion de diversité alpha et béta

La diversité béta compare la variété des espéces entre plusieurs échantillons.

1.1.5 Phylogénétique

La phylogénétique est une discipline scientifique qui étudie les relations évolutives entre les étres
vivants, en reconstruisant leur histoire évolutive a partir de données génétiques, morphologiques,
comportementales et écologiques. Son objectif principal est de comprendre comment les différentes
especes sont liées entre elles sur I'arbre de la vie et comment elles ont évolué a partir d’'un ancétre
commun. En bactériologie, la phylogénétique permet de classer les bactéries en groupes
taxonomiques tels que les phyla, les genres, les espéces, en se basant sur leurs similarités génétiques

et évolutives.

En considérant I'exemple de Bacteroides fragilis, une bactérie commensale du tube digestif des
chiens notamment, la classification phylogénétique est la suivante :

Régne : Bacteria (Bactéries)

Phylum : Bacteroidetes
Classe : Bacteroidia
Ordre : Bacteroidales
Famille : Bacteroidaceae
Genre : Bacteroides
Espece : Bacteroides fragilis

La métagénomique ajoute un niveau supplémentaire a cette classification: I'OTU (Operational
Taxonomic Unit) qui correspond a un groupe d’individus dont les séquences 16S (autrement appelés

« reads ») sont similaires a au moins 97% et sont ainsi regroupées en « espéce moléculaire ».
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1.2 Méthodes d’analyses du microbiote intestinal

1.2.1 Culture microbiologique

L'analyse du microbiote par culture consiste a cultiver les micro-organismes sur des milieux
spécifiques adaptés a leurs besoins en nutriments, température et pH.

Une fois les micro-organismes cultivés, ils sont identifiés et caractérisés par diverses techniques :
observation de leur morphologie sous microscope, coloration de Gram, tests biochimiques et
séquencage d'ADN.

L'analyse du microbiote par culture présente plusieurs avantages. Elle permet l'isolement et la
caractérisation de micro-organismes spécifiques, la détermination de leurs propriétés métaboliques
et de leur sensibilité aux antibiotiques, et la production de cultures pures pour des études ultérieures.
Cependant, cette méthode a des limites importantes. De nombreux micro-organismes ne peuvent
pas étre cultivés en laboratoire en raison de conditions de croissance spécifiques non encore connues
ou de leur dépendance a d'autres organismes pour leur survie. De plus, I'analyse par culture peut
sous-estimer la diversité réelle du microbiote, car certains micro-organismes sont difficiles a cultiver

ou sont présents en tres faible quantité dans un échantillon.

Pour surmonter ces limites, la génomique, notamment I'étude de I'ARN/ADN 16s, est désormais
largement utilisée. Cette approche a permis d’identifier de nombreux nouveaux phylotypes
bactériens, offrant une vision plus compléte de la diversité microbienne et compensant les lacunes

des méthodes de culture traditionnelles.

1.2.2 Séquencage ARN16s

Le séquencage de I'ARN 16S est une technique employée pour étudier la diversité microbienne en
ciblant une région spécifique de I'ARN ribosomique (ARNr) présente dans le génome bactérien. Cette
méthode repose sur la capacité de I'ARN 16S a varier légerement d'une espéce bactérienne a une
autre, tout en conservant certaines régions identiques. Ces régions conservées permettent
I'utilisation d'amorces pour la PCR (Réaction en Chaine par Polymérase). Les principales étapes du
séquencage de I'ARN 16S sont les suivantes :

—> Extraction de I'ADN bactérien: L'ADN, y compris I'ARN 16S bactérien, est extrait a partir de
I'échantillon biologique (par exemple, les selles dans notre cas).

20



- Amplification de I'ARN 16S par PCR : Des amorces spécifiques ciblant la région de I'ARN 16S sont
utilisées pour I'amplifier via la PCR. Ces amorces, congues pour se fixer aux régions conservées de
I'ARN 16S, permettent I'amplification spécifique de cette région sur I'ensemble des especes
bactériennes présentes dans I’échantillon. Le couple d'amorces V3-V5, illustré dans la figure E,
permet par exemple de séquencer une région de 500 nucléotides contenant trois régions variables.

_g 95
£ 90
2 85
g 80
g 75
S 70
2 65
200 400 600 800 1000 1200 1400 bp
vl V2 v3 va \'A) V6 v7 V8 Ve
V1-v3 - =
V3-V5 = <«
vi-vs = =
v1-vo e =

Figure 4 : Similarités des séquences d'ARN 16S entre plusieurs bactéries. Sous le graphique figurent les différents couples

d'amorces utilisables (Schutz).

- Séquencage de I'ARN 16S: Les fragments amplifiés d'ARN 16S sont ensuite séquencés par
différentes techniques telles que le séquencage par chromatographie de Sanger traditionnel ou le
séquencage a haut débit (NGS). Ces séquences fournissent des informations sur la composition et la

diversité des espéces bactériennes présentes dans I'échantillon.

- Analyse bioinformatique : L’analyse bioinformatique fait suite au séquengage et un fichier
contenant I'ensemble des "reads" (séquences) est obtenu. Aprés plusieurs étapes de filtrage et de
nettoyage des données, chaque séquence doit étre assignée a une espece bactérienne. Deux

stratégies peuvent étre employées pour cela.

La stratégie close-reference consiste a comparer chaque séquence aux séquences présentes dans une

base de données, généralement avec un seuil de 97% de similarité. Les bases de données les plus
couramment utilisées pour I'ARN 16S incluent Greengenes, Silva, et RDP. Cette stratégie est rapide,
mais elle présente l'inconvénient d'ignorer les séquences absentes des bases de données. Pour

remédier a ce probleme, une deuxiéme stratégie peut étre utilisée.

- Base de donnée -
7 e 7
-~ —» a
" ow -
~ oo

Figure 5 : Schématisation de la stratégie « close-reference : chaque séquence est recherchée dans une base de données

et assignée a son taxon (Schutz).
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La stratégie de novo n'utilise pas de base de données ; elle consiste a comparer les séquences entre
elles, puis a les regrouper par similarité. Les clusters ainsi formés sélectionnent une séquence
consensus qui peut ensuite étre annotée a l'aide d'une base de données ou rester non annotée,

définissant ainsi une espéce inconnue.

-7 Clusteri T
.’.’ .ﬂ ustering
-
~ - =
4 -~

Figure 6 : Les séquences sont comparées entre elles pour former des groupes similaires ou clusters

Une fois I'assignation taxonomique réalisée, il suffit de compter le nombre d'espéces présentes dans

chaque échantillon et de construire la table des OTUs.

/-chnntlllon 1 echantillon 2 -chantllla
.

P TR N
o #F N a4
: T @ oiam B
\ e PN T
s~/  ADN - v~ '
R el ~ -~
_‘_,d.’ N -’.’,ﬂ - -
Sequencage
1 2 3
O 1 14.2% 2 25 1 25%
342.0% 6 75% Oox
c,@ 3 a2s O 0 3 75

k Table des OTUs j

Figure 7 : Exemple de table des OTUs obtenues a partir de trois échantillons

La table des OTUs est un tableau a double entrée qui contient le nombre de séquences par OTU et
par échantillon. Ces valeurs représentent les abondances. Les abondances absolues sont normalisées
pour rendre les échantillons comparables. Parmi les diverses méthodes de normalisation, la plus
courante est |'utilisation des pourcentages. Par exemple, sur la figure 7, les échantillons 1 et 3 ont
tous deux une abondance absolue de 3 en bactéries rouges. En pourcentage, leurs abondances

relatives deviennent 42,8% et 75% respectivement.

22



1.2.3 qPCR

La technique de PCR quantitative, également appelée qPCR (quantitative Polymerase Chain
Reaction), est une méthode utilisée pour quantifier 'ADN ou I'ARN cible présent dans un échantillon.
Le principe de la gPCR repose sur la méme base que la PCR traditionnelle, mais elle permet également
de déterminer la quantité initiale de la cible présente dans I'échantillon.

La qPCR offre une sensibilité élevée et une bonne précision, ce qui en fait une technique puissante
pour de nombreuses applications de recherche et diagnostic. Cependant elle présente plusieurs
limites lorsqu’il s’agit d’'une analyse globale du microbiote fécal. En effet, la gPCR ne peut quantifier
gue des groupes spécifiques de micro-organismes pour lesquels des amorces sont congues a l'avance.
Cela signifie qu'elle ne peut pas identifier de nouvelles espéeces bactériennes et fournir une vue
d'ensemble compléte du microbiote, contrairement a des techniques comme le séquencage de
I'ARNr 16S. De plus, la qPCR se concentre sur l'identification et la quantification des organismes, mais

elle ne fournit aucune information sur leurs fonctions métaboliques ou leurs activités.

1.2.4 Fluorescence In Situ Hybridization

La technique d'analyse FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) est une méthode utilisée pour
détecter et localiser spécifiguement des séquences d'ADN ou d'ARN dans des échantillons
biologiques. Le principe de la technique FISH repose sur |'hybridation de sondes fluorescentes
complémentaires a la séquence cible dans I'échantillon, suivie de la détection de la fluorescence
émise par les sondes liées.

Bien que cette méthode soit utile pour localiser les micro-organismes et étudier leur abondance, elle
présente plusieurs limites pour I'étude globale du microbiote intestinal. Comme pour la qPCR, la FISH
repose sur l'utilisation de sondes spécifiques qui ciblent des séquences d'ARNr et donc cette
technique se limite a I'étude de bactéries préalablement identifiées uniquement. Cette technique
qualitative et semi-quantitative ne permet pas non plus d’évaluer I'impact fonctionnel de Ila

microflore intestinale.

1.3 Composition du microbiote intestinal
1.3.1 Bactéries

De nouvelles approches d’identification bactérienne ont révélé que le microbiote gastro-intestinal
des chiens et des chats est, comme celui des humains, un écosysteme tres complexe, comprenant au
moins plusieurs centaines de phylotypes bactériens différents. Il a été suggéré que l'intestin des
mammiféres abrite au total entre 10 et 10™ cellules microbiennes, soit environ 10 fois plus que le

nombre de cellules hotes (Suchodolski 2011; Honneffer et al. 2014).
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En moyenne, dix phyla bactériens différents ont été identifiés dans I'intestin du chien et du chat, avec
guatre phyla décrits comme prépondérants : les Firmicutes, les Fusobacteria, les Bacteroidetes et les
Proteobacteria (Suchodolski et al. 2008). Les Actinobacteria sont également décrites mais présentes
en fraction mineure dans la composition globale (Blake, Suchodolski 2016; Honneffer et al. 2017). Les
proportions relatives de ces différents phyla varient en fonction des études et des techniques
d’analyse utilisées. Le détail de la classification taxonomique des principales espéces bactériennes
rencontrées dans le microbiote intestinal du chien est disponible en Annexe 1.

gwmicuteg

47,7%

16,6 %

Figure 8 : Représentation graphique des 4 principaux phyla du célon chez un chien sain d’aprées (Suchodolski, Camacho, Steiner 2008b)

Les Firmicutes, un phylum bactérien largement répandu dans toutes les parties du tractus gastro-
intestinal du chien représente entre 14 et 97% des séquences totales détectées dans le microbiote
fécal (Panasevich et al. 2015; Kerr et al. 2013). Les Clostridiales forment un des ordres les plus
abondants composant ce phylum. Cet ordre se divise en plusieurs groupes phylogénétiquement
distincts de Clostridium. Les groupes XlIVa et IV de Clostridium représentent environ 60 %
des Clostridiales et incluent de nombreuses bactéries productrices d'acides gras a chaine courte
(AGCC) essentiels, telles que Ruminococcus spp., Faecalibacterium spp., Dorea spp., et Turicibacter

spp.

Les Proteobacteria sont le deuxieme phylum bactérien le plus abondant dans plusieurs études. Il
comprend diverses classes notamment :
- Les Gamma-proteobactéria (incluant des genres Escherichia et Salmonella) ;
- Les Epsilon-proteobactéria, telles que Campylobacter, pouvant étre associées a des infections
gastro-intestinales ou a des déséquilibres microbiens.
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Certaines Proteobacteria jouent un réle bénéfique en contribuant a la digestion et au métabolisme
des nutriments dans l'intestin des chiens. Elles peuvent participer a la production d'AGCC, essentiels

pour la santé intestinale.

Les Bacteroidetes sont un phylum bactérien représentant entre 1 et 19% des séquences totales d’un
échantillon fécal (Panasevich et al. 2015; Kerr et al. 2013). Il est composé de plusieurs familles dont

les Bacteroidaceae et les Prevotellaceae notamment.

La description de cette composition bactérienne varie selon les études, que ce soit au niveau du

phylum, du genre ou de I'espéce.

1.3.2 Champignons

Des études utilisant la culture microbiologique comme outil principal ont signalé la présence de
levures et de moisissures dans l'intestin gréle d'environ 25 % de chiens Beagle en bonne santé
(Mentula et al. 2005). Il existe des avis contradictoires sur le réle des levures dans l'intestin. Les
levures ont été isolées plutét dans la partie supérieure de l'intestin. Certains supposent qu’elles
puissent faire partie du microbiote normal, mais agir comme des agents pathogeénes opportunistes
dans des conditions favorables. Il est donc possible que leur présence dans le célon ne soit possible
gu’a la faveur d’'une destruction bactérienne locale, induisant ainsi des troubles intestinaux (Mentula
et al. 2005; Davis et al. 1977).

Des informations limitées sont disponibles sur la prévalence et la classification phylogénétique des
organismes fongiques dans le systeme gastro-intestinal du chien. Une étude utilisant les outils
moléculaires a mis en évidence la présence de champignons dans l'intestin gréle de 60,9 % des chiens
dits « sains » et de 76 % des chiens atteints d’entéropathie chronique (Suchodolski et al. 2008). Cette
étude met en avant certains phyla fongiques prépondérants tels qu’Ascomycota ou Basidiomycota.

Différents phyla de champignons ont été mis en évidence mais représentent chacun moins de 0,1 %
du microbiote fécal (Swanson et al. 2011). Les champignons sont des micro-organismes plutot
localisés au niveau de I'épithélium et moins au niveau de la lumiere du tube digestif, ce qui pourrait

expliquer en partie leur prévalence faible dans ces études menées sur les feces.

1.3.3 Virus

L’analyse métagénomique du microbiote fécal du chien a permis de montrer que les virus comptent
pour moins de 1% de toutes les séquences retrouvées dans ce microbiote (Swanson et al. 2011). La

connaissance de ces communautés virales dans le tractus gastro-intestinal est limitée a quelques
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familles (dont les rotavirus, les coronavirus et les parvovirus). Seuls les ordres Caudovirales et
Iridoviridae ont été identifiés. Au sein des Caudovirales, trois familles ont été observées (Myoviridae,
Podoviridae et Siphoviridae) et toutes les séquences ont été classées comme bactériophages.

Chez I'humain, la communauté virale du tractus gastro-intestinal est trés diversifiée, avec plusieurs
centaines de phylotypes différents (Breitbart et al. 2003). Il est probable qu’une communauté virale
diversifiée similaire soit présente chez les chiens et les chats, mais leur caractérisation approfondie
nécessite une couverture de séquences plus approfondie. De plus, les études actuellement publiées
n’ont permis que la découverte de I’ADN double brin. Les études futures devront rechercher les virus

a ARN pour compléter notre compréhension de I’écosysteme viral intestinal.

1.4 Réle et importance du microbiote intestinal

1.4.1 Une relation mutualiste

Le tube digestif, en tant qu'environnement biochimique complexe, constitue le centre de la symbiose
entre I'hGte et son microbiote. L'h6te fournit un environnement riche en nutriments et le microbiote
remplit des fonctions et produit des métabolites pour I'héte qui autrement seraient limités ou
inaccessibles. Ainsi, cette description suggere que le terme « mutualisme » semble mieux adapté
pour décrire cette relation que le terme « commensalisme ». En effet, « commensalisme », dérivé du
latin signifiant « a table ensemble », décrit plutét une relation de tolérance ou ni I'une ni I'autre des

parties n’en tire d’avantage direct (Hooper 2004).

Etant donné que l'intestin abrite la grande majorité de nos bactéries, I'impact de ces communautés
microbiennes mutualistes sur notre physiologie y est plus prononcé. La présence de nombreuses
espéces bactériennes dans l'intestin rend extrémement difficile la détermination des contributions
spécifiques de chaque espece a un processus biologique particulier. Certaines études ont donc utilisé
des souris axéniques, c’est-a-dire dépourvues de toute colonisation pour évaluer l'impact du

microbiote sur la biologie digestive.

1.4.2 Optimisation de l'utilisation des nutriments

1.4.2.1 Production d’énergie

L’hote et le microbiote intestinal utilisent tous deux I’alimentation comme source d’énergie, ce qui
pourrait suggérer une compétition pour I'acces aux ressources. Cependant, en comparant les souris
axéniques a celles élevées conventionnellement, on se rend compte que ces derniéres nécessitent
30 % de calories en moins pour maintenir le méme poids, soulignant ainsi la capacité du microbiote

a extraire I’énergie de I'alimentation disponible (Hooper et al. 2002). Deux mécanismes principaux
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semblent a I'ceuvre pour expliquer ce résultat. Premiérement, la microflore est capable de convertir
des aliments en nutriments disponibles pour I’"h6te, mais elle peut également agir sur les processus
métaboliques de I’"h6te pour favoriser 'absorption et 'utilisation de ces nutriments.

Les glucides font partie intégrante du régime alimentaire canin. lls sont composés de
monosaccharides, qui sont métabolisables par le chien lui-méme dans la partie proximale du tube
digestif, et de polysaccharides tels que I'amidon ou les parois végétales, dont la plupart ne sont pas
hydrolysables par I’'hote et se retrouvent dans la partie distale du tube digestif. Les micro-
organismes, présents en abondance dans le célon, sont capables d’hydrolyser ces polysaccharides
pour produire de I'énergie, gqu’ils utilisent, et des acides gras a courte chaine assimilables par I’héte.
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Figure 9 : Contributions de I’héte et des bactéries a I'utilisation de glucides dans les intestins (Hooper, Midtvedt, Gordon 2002)

Le genre Bactéroides est un des genres prépondérants des régions distales de l'intestin. Cette
abondance peut s’expliquer par la capacité de ces bactéries a dégrader et fermenter une marge
gamme de polysaccharides (Hooper et al. 2002).

1.4.2.2 Stimulation de I'absorption

La colonisation du tube digestif par le microbiote intestinal améliore I'absorption des nutriments par
différents processus :
- Augmentation de I’expression de pompes Na+/glucose ou d’enzymes du métabolisme
lipidique (lipases, apolipoprotéines) (Hooper 2004)
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- Absorption des micro-nutriments par stimulation de I'expression des transporteurs
épithéliaux en cuivre ou par inhibition de I'expression des métallothionéines (protéines
séquestratrices de métaux lourds) (Hooper et al. 2002).

- Stimulation de l'angiogenése locale par le microbiote intestinal via I'augmentation de
I'expression de I'angiogénine-3 (Ang3)(Hooper et al. 2001).

- Stimulation I'expression de certaines enzymes d’oxydation et de conjugaison des

xénobiotiques ou toxines endogenes (Hooper et al. 2001).

Les chiens dépourvus de microbiote intestinal présentent des altérations morphologiques de leur
barriere digestive qui est plus fine, avec des villosités déformées ainsi qu’une lamina propria et une
mugqueuse moins épaisse (Thompson, Trexler 1971). L’étude de souris axéniques a également permis
de mettre en évidence des différences de phénotypes majeures telles qu’une hypertrophie du
caecum et une modification dans la cinétique de renouvellement des cellules épithéliales (Thompson,
Trexler 1971).

1.4.3 Roles des acides gras a chaine courte (AGCC)

Les produits finaux prédominants de la fermentation bactérienne dans I'intestin sont les acides gras
a chaine courte (AGCC). Les trois principaux AGCC produits dans le célon sont I'acétate (produit par
un grand nombre de bactéries), le propionate (produit par les bactéries des phyla Bacteroidetes et
Firmicutes) et le butyrate (produit uniquement par certaines clostridies) respectivement en
proportion de 70, 20 et 10% chez ’'Homme (Lavelle, Sokol 2020). Ces proportions sont variables selon
les régimes alimentaires (Hooper et al. 2002).Aprés extraction microbienne de I'ATP, la production
d'AGCC semble représenter 60 a 75 % de la teneur énergétique des glucides ingérés (Bergman 1990).
Chez les non-ruminants, les AGCC sont absorbés par diffusion passive a travers I'épithélium dans le
caecum et le cOlon. Les trois AGCC cités précédemment sont métabolisés par des organes différents
dans I'organisme hote : le propionate par le foie, le butyrate par I'épithélium intestinal et I'acétate
par les tissus périphériques (muscles squelettiques et cardiaques, adipocytes) ((Bergman 1990),
(Hooper et al. 2002)). Les différents roles rapportés des AGCC sont résumés dans le tableau I.
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Tableau | : Réles pluri-systémiques des AGCC (Lavelle, Sokol 2020)

Etude utilisée Role mis en évidence

(Hooper et al. 2002) e Absorption passive d’eau et d’ions
e Synthese vitamine B et K
e Stimulation du flux sanguin
(Smith et al. 2013), (Atarashi et al. 2013) e Augmentation du nombre de cellules
T-régulatrices intestinales
e Effet protecteur dans les cas de colites

animales

(Davie 2003) e Effets antiprolifératifs sur les cellules
cancéreuses

(Chang et al. 2014) e Régulation des macrophages
intestinaux

(Frost et al. 2014) e Régulation de I'appétit

(Larraufie et al. 2018) e Modulation de la motilité intestinale et

action sur le métabolisme énergétique
par stimulation de la sécrétion du
peptide YY et du Glucagon-like peptide
1 (GPL1)

(Michielan, D’Inca 2015) e Renforcement des jonctions serrées et
maintien de la barriere intestinale

A travers leur impact pluri-systémique les AGCC semblent étre des molécules carrefours dans le

maintien de I’lhoméostasie de I’lh6te comme du microbiote.

1.4.4 Biotransformation des acides biliaires

Les acides biliaires sont de petites molécules synthétisées a partir du cholestérol par le foie au cours
d'un processus multi-enzymatique. Les produits, I'acide cholique (AC) et I'acide chénodésoxycholique
(CDCA), sont conjugués a la taurine ou a la glycine. Leur libération dans l'intestin permet une
optimisation de la digestion des lipides chez I’'hote (Ridlon et al. 2006).

Le microbiote intestinal joue un réle crucial dans la diversité des acides biliaires. Les enzymes
bactériennes intestinales modifient ces acides biliaires en les déconjuguant et en les déshydroxylant
pour former des acides biliaires non conjugués. Ces enzymes microbiennes, telles que I'hydrolase des
sels biliaires (BSH) et les enzymes induites par les acides biliaires (BAI), sont essentielles a
I'homéostasie des acides biliaires chez I'h6te, représentant ainsi une contribution cruciale du

microbiote intestinal a sa santé (Lavelle, Sokol 2020).
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Enfin, les acides biliaires qui atteignent le colon sont convertis en acides biliaires secondaires, une
fonction qui est limitée a une gamme beaucoup plus étroite d'espéeces de clostridies. Ces acides
biliaires secondaires (acide désoxycholique (DCA), acide lithocholique (LCA) et acide
ursodésoxycholique (UDCA)) présentent un effet anti-inflammatoire intestinal (Sinha et al. 2020).

Les acides biliaires sont de puissantes molécules de signalisation qui agissent via le récepteur
farnésoide X (FXR) et le récepteur 5 couplé a la protéine G Takeda (TGR5). En activant FXR et TGRS5,
les acides biliaires peuvent influencer divers processus anti-inflammatoires, notamment par le biais

de cytokines et chimiokines clés (Sinha et al. 2020).

1.4.5 Utilisation d’acides aminés essentiels : 'exemple du tryptophane

Le tryptophane est un acide aminé essentiel, c'est-a-dire que les chiens ne peuvent pas le synthétiser
eux-mémes et doivent I'obtenir par leur alimentation. Il peut étre métabolisé selon trois voies
différentes. Les deux principales sont propres a I’'hGte (voies de la kynurénine et de la sérotonine) et
la troisieme est dépendante du microbiote intestinal (voie des indoles et dérivés). Certains de ces
dérivés indoliques peuvent interagir avec le récepteur des hydrocarbures aryliques (AhR), un
récepteur exercant principalement des effets protecteurs et anti-inflammatoires dans l'intestin par
I'intermédiaire de I'interleukine 22 (IL-22) et des cellules lymphoides innées (Lavelle, Sokol 2020). Par
ailleurs, les dérivés indoliques générés par une bactérie nommée Lactobacillus reuteri sont capables
d’activer chez leur hote des récepteurs présents dans les lymphocytes T CD4+ (LT CD4+) et de
produire des lymphocytes intra-épithéliaux doubles positifs. Ces cellules ont une fonction régulatrice
complémentaire de celle des lymphocytes T régulateurs (LTregs) et favorisent la tolérance aux
antigénes alimentaires (Cervantes-Barragan et al. 2017). Les métabolites du tryptophane ont
également démontré des propriétés anti-inflammatoires en renforcant la barriere intestinale,
exercant des effets antioxydants et en augmentant la synthése d’AGCC (Berstad et al. 2015; Liu et al.
2022).

1.4.6 Activité protéolytique

L'activité protéolytique désigne la capacité d'une enzyme, appelée protéase, a dégrader des
protéines en peptides plus courts et en acides aminés en hydrolysant les liaisons peptidiques qui les
relient. Ces protéases sont synthétisées a la fois par I'hdte et par les bactéries du microbiote
intestinal. L’activité protéolytique joue un réle clé dans I’homéostasie intestinale via divers processus
biologiques tels que la dégradation des protéines alimentaires, I'activation ou la dégradation de
certaines molécules de I'inflammation (cytokines, chimiokines ...) ou encore le clivage des protéines
de la matrice extra-cellulaire de la barriere intestinale. La régulation de cette activité est assurée par

la présence d'anti-protéases, des molécules inhibitrices spécifiques des protéases. Une activité
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protéolytique excessive peut entrainer des dommages a la muqueuse intestinale et favoriser
I'inflammation, tandis qu'une activité insuffisante peut altérer la digestion des protéines et la
régulation de la réponse immunitaire. Une fine régulation de cette activité est nécessaire au maintien

d’une bonne santé intestinale.

1.4.6.1 Les protéases de I'hdte

Les protéases de I'h6te proviennent des sécrétions digestives et des cellules immunitaires infiltrant
la paroi intestinale telles que les neutrophiles et les mastocytes. Il existe de nombreuses familles de
protéases, mais certaines, telles que les métalloprotéases et les sérines protéases, jouent un role
particulier dans la santé intestinale. Ces enzymes sont impliquées dans des processus clés, tels que
I'angiogeneése, la régulation de I'immunité locale, le maintien de l'intégrité de la barriére intestinale,
ainsi que la modulation de la réponse inflammatoire globale (Mariaule et al. 2021). En contexte
physiologique, ces protéases sont finement régulées pour empécher une croissance intrusive et

éviter une protéolyse incontrélée des cellules hotes (Kim, Kim 2005).

1.4.6.2 Les protéases du microbiote

Bien que la contribution des protéases bactériennes a la protéolyse dans le c6lon humain soit
démontrée depuis plus de 30 ans, le réle des protéases produites par le microbiote intestinal reste
un parametre peu étudié (Macfarlane et al. 1988). Celles qui ont été identifiées appartiennent aux
genres Bacteroides, Streptococcus et clostridium (Macfarlane et al. 1986).

SiI’'on développe I'exemple des sérines protéases A a haute température (HtrA), on constate que ces
protéases microbiennes sont largement répandues et mises en cause dans les processus
inflammatoires et infectieux. En milieu extra-cellulaire, elles peuvent provoquer la colonisation
bactérienne et I'invasion du tissu hote par des pathogenes spécifiques ((Russell et al. 2013),(Boehm
et al. 2013)). En effet, les HtrA extracellulaires ciblent directement les composants de la matrice
extracellulaire, les protéoglycanes et les protéines des jonctions favorisant ainsi une augmentation
de la perméabilité membranaire (Wessler et al. 2017). Ces mécanismes d’action nous permettent de
comprendre le réle crucial que peuvent avoir les protéases bactériennes dans la pathogénie des
entéropathies inflammatoires chroniques et I'intérét de maitriser leur régulation.

L'importance de ces enzymes en tant que cibles thérapeutiques potentielles ou biomarqueurs pour
les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI) a conduit a des efforts considérables pour
identifier leurs inhibiteurs spécifiques.
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1.4.6.3 Les anti-protéases

Les inhibiteurs de protéases, aussi appelés anti-protéases, sont des molécules qui inhibent
spécifiguement I'activité des protéases de I'h6te ou du microbiote. Ces molécules limitent la
dégradation des protéines des cellules intestinales de I’h6te, ainsi que le développement d’une
réponse inflammatoire excessive. Elles maintiennent ainsi un équilibre entre la dégradation des
protéines et la protection des tissus, évitant ainsi des déséquilibres pouvant entrainer des

entéropathies inflammatoires chroniques.

Les inhibiteurs de sérine protéases (appelés serpines) constituent la superfamille la plus abondante
d’inhibiteurs de protéases avec prés de 3000 serpines différentes dans tout le régne vivant (Law et
al. 2006). Le mécanisme d'action de ces enzymes repose sur un changement conformationnel unique
des deux molécules (protéase-serpine) et la formation d'un complexe suicidaire souvent appelé
"piége a souris" (Huntington, Carrell 2001).

L'analyse des séquences génétiques disponibles montre que les serpines bactériennes sont reparties
dans plusieurs phylums, principalement les Actinobacteria, les Firmicutes, les Bacteroidetes, les
Cyanobacteries et les Proteobacteria (Mkaouar et al. 2019). Seules quatre serpines bactériennes ont
été caractérisées fonctionnellement jusqu'a présent et proviennent de Bifidobacterium longum,
Eubacterium siraeum et Eubacterium saburreum (Mkaouar et al. 2016).

Les propriétés anti-inflammatoires de ces protéases ont été démontrées dans de nombreux troubles
inflammatoires tels que les MICI notamment (Sdnchez-Navarro et al. 2021). C’'est le cas par exemple
de la serpinBL produite par B. longum capable de former un complexe covalent stable avec I'élastase
neutrophile, protéase mise en évidence dans le développement des MICI. Il est ainsi suggéré que la
serpineBL sécrétée pendant I'inflammation puisse moduler I’activité protéolytique de I’h6te et limiter
I'inflammation locale (lvanov et al. 2006). De la méme facon, les siropines 1 et 2, serpines de la
bactérie commensale du tube digestif humain Eubacterium sireaum, se sont révélées actives
préférentiellement sur deux des protéases humaines mises en cause dans la pathologie des MICI :

I’élastase neutrophile et la protéinase 3 (Mkaouar et al. 2016).

En se basant sur le réle des serpines étudiées précédemment, on peut supposer que les anti-
protéases de maniére générale sont impliquées dans les phénomeénes inflammatoires de I’'h6te au

travers de la modulation de I'activité protéolytique.

1.4.7 Maturation post-natale et angiogenese

Les mammiféeres sont dits stériles dans I'utérus de leur mere. C’'est au moment du passage dans les
voies génitales pendant la mise bas qu’ils acquierent le premier contact avec la microflore

environnementale. Le sevrage constitue une période clé dans I’évolution du microbiote chez les
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mammiféres. L’évolution de I’écologie microbienne au cours du sevrage coincide avec une
maturation fonctionnelle et morphologique marquée de I'intestin. Des changements spectaculaires
dans la capacité métabolique de l'intestin facilitent la transition d’un régime alimentaire riche en
matieres grasses a base de lait a un régime riche en glucides (Hooper 2004).

Chez les souris conventionnelles, un changement dans la structure des glycanes composant la surface
apicale des cellules épithéliales se produit au moment du sevrage. Le glucide terminal post-natal,
I’acide salicylique, devient un fucose. L’étude de souris axéniques a permis de mettre en évidence le
réle décisif que joue le microbiote intestinal dans ce changement qui ne se produit pas lorsque
I'intestin est stérile (Hooper 2004; Hooper et al. 2002). L'évolution dans la composition de la
microflore au sevrage laisse place a une majorité de bactéries anaérobies strictes utilisatrices de
fucose. Une hypothése majeure se développe donc sur la capacité du microbiote a influencer
I’expression de certains genes codant pour la structure méme de I'épithélium intestinal, lui assurant
ainsi une niche écologique stable et durable. Ce changement dans la composition du glycane peut
étre effectué a n’importe quel moment de la vie de I'animal par ensemencement du tube digestif par

B. thetaiotaomicron, confirmant ainsi son implication directe (Hooper et al. 2002).

Lors du sevrage, le microbiote intestinal exerce une influence sur son environnement a travers
I'activité des cellules de Paneth. Ces cellules sont situées au fond des cryptes des villosités intestinales
et idéalement placées pour transduire les signaux bactériens aux cellules situées sous I'épithélium
muqueux. L'étude de souris axéniques a permis de mettre en évidence une augmentation de
I'expression de I'Ang4, une protéine microbicide présente dans ces cellules, au moment du sevrage.
Cette augmentation contribue a renforcer I'immunité locale de I'h6te.

D'autre part, des recherches menées sur des souris génétiquement dépourvues de cellules de Paneth
ont démontré l'importance de ces cellules dans le développement d'un réseau capillaire robuste
pendant le sevrage (Hooper 2004; Stappenbeck et al. 2002).

Les médiateurs impliqués dans ce processus restent encore peu étudiés. Bien que I'Ang4, membre
de la famille des angiogénines et connue pour son activité microbicide, soit suspectée de jouer un
réle dans I'effet des bactéries sur le développement des vaisseaux sanguins, cela n'a pas encore été

confirmé par des recherches approfondies.

1.4.8 Optimisation des systemes de défense contre des pathogenes

La microflore intestinale, de par sa simple présence, permet une protection contre la multiplication
de micro-organismes pathogenes. Les bactéries du microbiote utilisant déja les nutriments de
I’alimentation, un phénoméne de compétition aux ressources s’installe, limitant ainsi nettement

I'installation de nouveaux pathogénes.
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Le microbiote local est également capable d’améliorer les défenses de I'hote selon plusieurs
mécanismes incluant le renforcement de la barriere mécanique et la stimulation des défenses

immunitaires de I’hote.

1.4.8.1 Stimulation du systeme immunitaire

L’absence de microbiote digestif durant le développement de souris axéniques entraine un
développement histologiquement anormal des organes lymphoides. La rate montre notamment une
déplétion lymphocytaire marquée (spécifiquement en LT CD4+) avec des follicules plus petits et
moins bien délimités (Mazmanian et al. 2005).

Le réensemencement de ces souris avec une microflore normale ou une souche de Bacteroides
fragilis permet de rétablir une morphologie intestinale normale. Cette bactérie anaérobie est dotée
de plusieurs polysaccharides de surface, dont certains présentent une structure zwittérionique. Ces
polysaccharides ont été directement associés a la restauration de la production de lymphocytes T
CD4+ a des niveaux comparables a ceux observés chez un hoéte adulte en bonne santé. Le
polysaccharide A (PSA) a été mis en évidence comme immundominant et responsable, a lui seul, de

cette stimulation (Mazmanian et al. 2005).

Les animaux axéniques présentent également des organes immunitaires périphériques sous-
développés dans le tube digestif (plaque de PEYER notamment), une déplétion en lymphocytes intra-
épithéliaux avec un taux d'immunoglobine A réduit. Ces modifications sont également liées a
I'absence de stimulation génétique qu’exerce le microbiote sur son hote (Cohn, Heneghan 1991;
Thompson, Trexler 1971; Hooper 2004).
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2 Variation de la composition du microbiote intestinal

2.1 Variations physiologiques au sein d’'une espece
2.1.1 Age

La majorité des analyses effectuées a ce jour indiquent que de profonds changements se produisent
dans I’écosysteme intestinal lorsque les jeunes mammiféres sont sevrés du lait maternel pour passer
a des aliments solides. Par exemple, les intestins des humains nouveau-nés contiennent un grand
nombre de bactéries anaérobies facultatives, notamment Escherichia coli et les streptocoques. Leur
nombre diminue au cours du sevrage pour laisser place aux bactéries anaérobies obligatoires. Avec
I’age, I'écosysteme intestinal évolue vers une communauté stable composée principalement de
bactéries anaérobies obligatoires, notamment les espéces de Bacteroides et de Clostridium (Hooper
2004). Cette transition a également été constatée dans I'espéce canine (Masuoka et al. 2017).

Anaérobies facultatives
e.g. Streptococci
Coliforms

‘ Anaérobies strictes

e.g. Bacteroides
Clostridia

Naissance Sevrage Age adulte

Figure 10 : Ecologie du développement de I'intestin postnatal chez les mammiféres

Al'age de 2 jours, le phylum dominant dans le microbiote intestinal des chiots est celui des Firmicutes,
représentant 64 % de la population microbienne et composé majoritairement des classes Bacilli et
Clostridia. Les Bacteroidetes sont alors trés peu présents, représentant moins de 1 % des séquences
identifiées, mais leur proportion augmente progressivement pour atteindre environ 37 % a 21 et 42
jours. Les Fusobacteria et Proteobacteria occupent une part importante du microbiote a tous les
ages, représentant environ 16 % et 11 % respectivement des séquences totales mises en évidence
chez le chiot. A 56 jours, bien que certaines différences subsistent au niveau des genres et des familles
entre la meére et ses petits, la composition les trois phyla prédominants sont les mémes :
Bacteroidetes, Firmicutes et Fusobacteria (Guard et al. 2017). L'abondance relative des principaux
phyla du microbiote intestinal du chien dans les premiers mois de vie est représentée dans la figure
11.

La diversité alpha, ou richesse du microbiote intestinal, augmente significativement entre I’'age de 2
jours et 42 jours (Guard et al. 2017).
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Figure 11 : Abondance relative des principaux phylums du chiens a différents dges (Guard et al. 2017)

Enfin, les chiens relativement agés (10 ans et plus) présentent des changements significatifs de la
composition de leur microbiote colique. En effet, on observe une baisse de la prévalence des genres
bacteroides, eubacteria, bifidobacteria, lactobacilli mais une augmentation des Clostridium

perfringens et des Streptococci (Benno et al. 1992).

2.1.2 Alimentation

L'impact d’'une variation de régime alimentaire sur le microbiote intestinal, a court et long terme, a
été beaucoup plus étudié chez I’humain que chez le chien. Certaines études ont mis en évidence la
capacité rapide d’adaptation du microbiote a un changement alimentaire entrainant des
modifications dans la composition de ce dernier, mais également dans son expression génétique
(David et al. 2014). L’alimentation semble donc étre un facteur majeur de modulation du microbiote

chez ’"humain.

Chez le chien, les régimes alimentaires sont également tres diversifiés. lls comprennent les régimes
industriels secs et humides, les rations ménageres composées de viandes cuites, de légumes et de
glucides, ainsi que les régimes BARF (« Biologically Appropriate Raw Food ») composés de viande
crue, d’abats et d’os charnus se rapprochant plus de I'alimentation naturelle du loup.
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2.1.2.1 Différents microbiotes pour différents régimes alimentaires

Le BARF est enrichi en protéines, en graisses animales, mais est appauvri en fibres et présente un
taux d’extractif non azoté plus faible. La comparaison d’un régime BARF avec un régime industriel sec
montre que les chiens ayant suivi un régime BARF présentent une variation de diversité béta sans
variation de diversité alpha (Schmidt et al. 2018). En effet, le microbiote intestinal de ces chiens
montre une abondance plus élevée de Proteobacteria et Fusobactéria, ainsi qu’une diminution des
Firmicutes, notamment des familles Bifidobacteriaceae, Ruminococcaceae et Erysipelotrichaceae. La
plupart des populations bactériennes réduites sont associées a la production d'acides gras a chaine
courte (AGCC) a partir des glucides alimentaires, ce qui indique une diminution de la fermentation
des glucides (Marchesi et al. 2007). Les tests qPCR ont révélé une abondance significativement plus
élevée d'Escherichia Coli et de Clostridium perfringens ainsi qu’une augmentation de l'indice de
dysbiose dans le groupe BARF (Schmidt et al. 2018).

Selon le méme principe, Sandri et al. ont mené une étude sur 8 chiens dont 4 recevaient une
alimentation a base de croquettes et 4 une alimentation a base de viande crue. Une diminution de la
proportion des genres Lactobacillus, Paralactobacillus et Prevotella ainsi qu’une augmentation de la
diversité bactérienne ont été observées dans le groupe nourri avec de la viande crue. La
consommation d'un régime a base de viande crue semble également diminuer de maniere

significative le score fécal et augmenter la concentration d'acide lactique dans les selles.

2.1.2.2 Variation en protéine animale

Le microbiote intestinal est principalement influencé par les glucides et les protéines alimentaires
non digérées.

La comparaison de deux régimes alimentaires a taux protéiques différents (faible et élevé) met en
évidence une augmentation de I'abondance du genre Lactobacillus et une production accrue en
bactéries productrices de butyrate chez les chiens supplémentés en protéines (Xu et al. 2017). De
plus, un régime riche en protéines favorise la croissance de Clostridium perfringens et réduit
I'abondance de Clostridium cluster XIVa et des bifidobactéries dans une population similaire de chiens
en bonne santé (Zentek et al. 2003). Bien que les conclusions de ces études indiquent une variation
significative de la composition microbienne avec le taux protéique, il est important de garder en téte
la faible puissance statistique de ces études composées chacune de seulement 12 et 9 chiens de race
Beagle.

Outre la teneur en protéines des aliments, le type de protéines (origine, qualité) mérite également
d'étre évalué. Les différentes protéines animales composant les rations chez le chien n’ont pas les
mémes teneurs en acides aminés, matieres grasses et autres nutriments. Par exemple, les chiens

nourris avec une alimentation a base de viande de boeuf crue présentent une augmentation

37



d’abondance de certaines entérobactéries, comme Escherichia coli, alors que les chiens nourris a
base de viande de poulet crue montrent une augmentation de certaines protéobactéries telles
qgu’Anaerobiospirillum (Beloshapka et al. 2013).

2.1.2.3 Impact des fibres végétales

La comparaison de cinq régimes alimentaires supplémentés avec une teneur variable en fibres de
pomme de terre (0, 1.5, 3, 4.5 ou 6%) met en évidence qu’un ajout de fibres provoque une
augmentation dans le phylum des Firmicutes, notamment pour Faecalibacterium, ainsi qu’une
diminution dans celui des Fusobactéries (Panasevich et al. 2015).

Alimentation enrichie en fibres, pre/probiotiques Aliments transformés, pauvres en fibres
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Figure 12 : Apercu des influences anti- et pro-inflammatoires des interventions diététiques chez le chien.

AGCCs : acides gras a chaine courte, AB : acides biliaires (Rhimi et al. 2022)

Selon le méme principe, la supplémentation d’un régime canin avec 10% de fibres additionnelles
entraine une variation dans les produits de dégradation bactériens avec notamment une
augmentation en AGCC, une diminution du pH fécal ainsi qu’une diminution de l'activité B-
galactosidase sans systématiqguement mettre en évidence un réel changement dans la composition
microbienne (Simpson et al. 2002, Panasevich et al. 2013). Dans I'ensemble, I'augmentation de la
proportion de Faecalibacterium et des concentrations d’AGCC fécaux avec I'augmentation des
concentrations alimentaires de fibres de pomme de terre suggere qu’elle serait une possible fibre
prébiotique productrice d’AGCC.
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2.1.3 Environnement

L’étude de I'impact des facteurs environnementaux sur la composition du microbiote intestinal est
difficile a évaluer en pratique. A ce jour, les analyses se sont limitées & des analyses transversales et
représentent peu de races de chiens.

Une étude menée sur 168 Bergers Allemands, tous nés dans le méme environnement et ensuite
répartis dans trois milieux différents (campagne, petite ville avec moins de 200 000 habitants, et
grande ville avec plus de 200 000 habitants), a révélé des différences dans la diversité microbienne
en fonction du lieu de vie. Bien que tous les chiens aient suivi le méme régime alimentaire de la
naissance jusqu'a 18 mois, ceux vivant dans les grandes villes présentaient une plus grande diversité
microbienne au cours de leurs premiers 18 mois, comparativement a ceux vivant en milieu rural ou
dans de petites villes. Cette différence n'était toutefois pas observable a I’age de sept semaines,
lorsque tous les chiots étaient encore au chenil (Vilson et al. 2018).

2.1.4 Localisation dans le tube digestif

Le microbiote intestinal varie le long du tube digestif, autant en composition qu’en diversité. La
diversité microbienne s’accroit le long du tube digestif avec un nombre bactérien médian de 4.10*
CFU/g dans le jéjunum contre 3.10%° dans les féces (Mentula et al. 2005). Les particularités physico-
chimiques de chaque région anatomique (pH, richesse en acides biliaires, présence d’enzymes et
teneur en oxygene) ont un impact important sur les espéces microbiennes qui colonisent chaque
segment (Suchodolski et al. 2008). Si I'on regarde tout d’abord le métabolisme des bactéries
présentes, on constate que le ratio bactérie aérobie/anaérobie évolue fortement. Dans le jéjunum,
les deux types sont quasiment également représentés, alors que le type anaérobie semble largement

prépondérant dans les parties distales du tube digestif (Mentula et al. 2005).

La composition du microbiote intestinal est aussi un parametre en évolution le long du tube digestif
(Suchodolski et al. 2008). Tout d’abord, les Clostridiales, appartenant au Phylum prépondérant des
Firmicutes, sont particulierement abondantes dans le duodénum et le jéjunum, mais ils sont
également présents en grande quantité dans le colon et l'iléon. Les groupes prédominants de
Clostridiums comprennent Clostridium Xl, plus présent dans l'intestin gréle, et Clostridium XIVa, plus
abondant dans le cblon. Cette différence de distribution suggere probablement des variations
fonctionnelles et métaboliques au sein de cette classe phylogénétique de bactéries dans les

différents segments du tractus intestinal du chien.
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Figure 13 : Répartition des deux groupes prédominants de Clostridium Xl et XIVa le long du tractus intestinal du chien
(Suchodolski, Camacho, Steiner 2008)

Les Fusobacteriales et les Bacteroidales anaérobies sont sporadiques dans l'intestin gréle mais
prépondérants dans le colon (Mentula et al. 2005). Les protéobactéries, y compris E. coli, sont des
constituants importants du duodénum (32%), mais elles sont moins présentes dans le colon (1,4%).
Cela est cohérent avec des études chez I'homme et le chien, montrant que les espéces anaérobies
facultatives sont peu abondantes dans le colon ((Suau et al. 1999),(Honneffer et al. 2017)). Enfin, les
bactéries de I'ordre des lactobacilles sont largement réparties dans tout le tractus intestinal du chien,

bien qu'elles soient légérement moins abondantes dans I'iléon.
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Figure 14 : Evolution du microbiote intestinal le long du tractus digestif du chien (Hernandez Juan et al. 2022)
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2.2 Variation pathologique ou iatrogene

2.2.1 Infestation parasitaire

Peu d’informations sont disponibles sur I'impact d’une infestation parasitaire sur la composition du
microbiote intestinal des chiens. La comparaison du microbiote intestinal de 40 chiens dont 17
infestés par Giardia et 14 infestés par Ancylostoma caninum a permis de mettre en évidence des
différences significatives entre des chiens sains et des chiens infestés (Slapeta et al. 2015). Les chiens
infestés par Giardia présentaient des taux plus élevés de Catenibacterium, Pseudomonas et
Howardella, tandis que ceux qui ne I'étaient pas présentaient des pourcentages relatifs moyens plus
élevés de Bacteroides et de Pseudobutyrivibrio par rapport aux chiens infestés. En revanche,
I'influence du parasitisme par Ancylostoma caninum n’a pas été démontrée dans cette étude (Slapeta
et al. 2015). Les données actuelles suggérent que chez les chiens et les chats cliniquement sains, la
présence d’helminthes et de protozoaires est associée a des variations dans la composition
microbienne intestinale. Les conséquences fonctionnelles d’un tel changement n’ont a ce jour pas

été étudiées.

2.2.2 Variations iatrogénes

2.2.2.1 Les modulateurs de la flore intestinale

Des 1906, Tissier avait préconisé 'administration de micro-organismes bénéfiques dans le traitement
des diarrhées infantiles, aprés avoir observé le caractére minoritaire des bifidobactéries chez les
enfants malades et leur prépondérance chez les nourrissons nourris au sein et en bonne santé
(Tissier, 1907). Cependant, on attribue généralement la paternité du concept de probiotique a Elie
Metchnikoff, qui a largement contribué a sa popularisation. Metchnikoff suggéra que la flore
intestinale était conditionnée par I'alimentation et qu’il était donc possible de remplacer les microbes
nocifs par des microbes utiles en adoptant certaines mesures diététiques (Metchnikoff, Mitchell
1908).

Depuis cette époque, de nombreuses définitions des probiotiques ont été proposées. Toutefois, le
consensus établi par la (FAO-WHO. 2002) a abouti a une définition unique des probiotiques : « micro-
organismes vivants qui, lorsqu'ils sont administrés en quantités adéquates, conferent un bénéfice
pour la santé de I'hote ». Malgré tout, cette derniére définition ne prenait pas en compte I'aspect
d’amélioration de I’équilibre ou de la fonction du microbiote, ce qui a donc donné naissance a la
notion de prébiotique. Les prébiotiques sont des substances non digestibles qui produisent un effet
physiologique bénéfique sur I’hote en stimulant sélectivement la croissance ou I'activité d’'un nombre
limité de bactéries indigenes. Les prébiotiques sont non digestibles par I’humain, mais
fermentescibles par les bactéries. Ce sont généralement des oligosides dont les membres les plus
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connus sont deux types de fructane : I'inuline et les fructo-oligosaccharides. Les populations ciblées
sont souvent des genres bactériens de la flore supposée bénéfiques, le plus souvent les
bifidobactéries et les lactobacilles (Coudeyras, Forestier 2010).

2.2.2.1.1 Les probiotiques

Les expériences menées sur des modeles animaux et in vitro ont permis d’identifier un ensemble
d’effets biologiques des probiotiques classés en trois catégories principales : (1) amélioration de la
fonction barriere au travers d’interactions avec I'épithélium et les cellules immunitaires, (2)
modulation de la réponse immunitaire de I'h6te et (3) altération du microbiote entérique. Les
principaux effets sont développés dans le tableau Il.

Tableau Il : Effets biologiques des bactéries probiotiques démontrés dans des modeles expérimentaux (Rioux, Madsen, Fedorak 2005)

Amélioration de la fonction Modification directe du

Modulation du systéeme

barriere de l'intestin immunitaire microbiote intestinal

Amélioration de la
résistance transépithéliale
Production accrue de
mucus

e Augmentation de la
production d’IgA
spécifique

e Régulation de la

Interférence avec
I’adhésion/invasion
des agents pathogenes
Production de

e Modification de la réactivité des

glycosylation épithéliale

bactériocine
lymphocytes T L
L R e Diminution du pH
Diminution de l'activité

phagocytaire

e Renforcement du . . .
luminal par production

d’acides organiques

cytosquelette épithélial et

des jonctions serrées e Amélioration de

e Prévention de I'apoptose I'apoptose des e Résistanceala
cellulaire immunocytes colonisation

e Effets antioxydants e Modification du profil

des cytokines
e |nduction d’une
tolérance orale

L'impact d’un produit probiotique multi-souches a haute dose (VSL#3) contenant des bactéries
lyophilisées viables composées de 4 souches de Lactobacillus (L. casei, L. plantarum. L. acidophilus et
L. delbrueckii subsp. bulgaricus), 3 souches de Bifidobacterium (B. longum, B. breve et B. infantis) et
une souche de Streptococcus sulivarius subsp thermophilus a montré de nombreux effets bénéfiques
sur les chiens atteints de maladies digestives (G. Rossi et al. 2014). Tout d’abord, I'utilisation de VSL#3
a un impact anti-inflammatoire en augmentant la synthese du facteur de croissance transformant
béta (TGF-B), en réduisant le nombre de lymphocytes T CD3+ et en augmentant I'expression de
FoxP3+, un facteur de transcription essentiel a la fonction des LTregs. Elle permet aussi de renforcer
la barriere intestinale en augmentant de facon significative I'expression de certaines protéines de

jonctions. Enfin, ces probiotiques agissent directement sur le microbiote intestinal en modifiant sa
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composition. En effet, leur utilisation a permis, dans cette étude, de normaliser la quantité de
certaines especes bactériennes déficientes chez les chiens atteints de maladies digestives telles que
Faecalibacterium spp. et Turicibacter spp. (G. Rossi et al. 2014).
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Figure 15 : Résultats des tests PCR quantitatifs pour les groupes bactériens Faecalibacterium spp et Turicibacter spp. CT = chiens

MICI traités par thérapie combinée (métronidazole + prednisone), VSL#3 = chiens MICI traités avec le probiotique

2.2.2.1.2 Les prébiotiques

L'impact des prébiotiques sur la composition du microbiote intestinal commence a faire I'objet
d'études et présente des perspectives prometteuses. Les chiens nourris avec un régime enrichi en
chicorée, un oligosaccharide fermentescible, présentent une consistance fécale plus ferme, un pH
fécal plus faible mais aussi des niveaux accrus de bifidobactéries et une diminution du nombre de
Clostridium perfringens dans leurs selles par rapport aux chiens suivant un régime riche en protéines
(Zentek et al. 2003).

L’utilisation de certains polysaccharides tels que I'inuline dans I'alimentation du chien augmente le
taux de bifidobactérium et de lactobacilus (Beloshapka et al. 2013). Ces deux genres bactériens sont
d’ailleurs régulierement utilisés en tant que probiotiques.

L'essai d’'un nouveau polydextrose prébiotique fermentescible par les chiens augmente les
concentrations d'acétate, de propionate et d'AGCC totaux dans les selles, tout en diminuant le pH et
I'indole dans les selles. De plus, ces chiens ont montré une diminution des C. perfringens fécaux mais
des taux constants d’Escherichia coli, de lactobacilles et de bifidobactéries (Beloshapka et al. 2013).
Cependant, les genres bactériens ciblés semblent sous-estimés par les techniques de séquencage
basées sur les genes de I’ARNr 16S et I'impact des prébiotiques parait donc souvent difficile a évaluer
(Ritchie et al. 2008).
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2.2.2.2 Les antibiotiques

Chez le chien, l'utilisation prolongée (14 jours) d’un antibiotique de la famille des macrolides
provoque des variations significatives de la composition du microbiote intestinal avec un retour a la
normale de seulement 50% des individus 28 jours apres la fin du traitement (Suchodolski et al. 2009).
L'utilisation d'antibiotiques cible sélectivement certaines classes de bactéries dans le but de réduire
I'inflammation associée. Toutefois, leur impact sur la flore commensale apparait plus étendu et
durable que prévu, affectant potentiellement ['équilibre microbien au-dela des besoins
thérapeutiques initiaux.

2.3 Influence de la génétique sur le microbiote
2.3.1 Des similarités de microbiote observables a 1'échelle d’ethnies
humaines

La comparaison du microbiote intestinal de 530 personnes de différents ages et nationalités
(Amérindiens, communautés du Malawi et Américains des Etats-Unis) a révélé des différences
significatives dans la composition phylogénétique du microbiote fécal selon les pays. Une distinction
particulierement marquée a été observée entre les microbiotes des individus des Etats-Unis et ceux
du Malawi et des Amérindiens, a tous les ages, qu’il s’agisse des enfants de 0 a 3 ans, des jeunes de
3 a 17 ans, ou des adultes (Yatsunenko et al. 2012). Aucun rassemblement par région ou village n’a
été mis en évidence dans cette étude. Par exemple, de nombreuses OTUs du genre Prevotella étaient
sur-représentées dans les communautés externes aux Etats-Unis. Ainsi, le mode de vie occidental
(Etats-Unis) semble affecter systématiquement la composante bactérienne du microbiote intestinal,
bien que cette influence soit subtile par rapport au degré élevé de variabilité observé chez les
nourrissons et les enfants au sein de chaque population. De plus, pour chacune de ces nationalités,
une ressemblance significative est mise en évidence entre les microbiotes intestinaux d’une méme

famille.

2.3.2 Influences réciproques hote - microbiote

Les microbiotes intestinaux des humains comme des animaux ont été fagonnés par la longue histoire
co-évolutive de l'interaction symbiotique hote-microbe. Au cours des dernieres années, les
mécanismes moléculaires complexes a I'origine de ces interactions hote-microbe ont commencé a
émerger. Le systeme immunitaire inné de I'h6te mammifere est capable de détecter les bactéries
présentes dans le tube digestif a travers un ensemble impressionnant de récepteurs : les récepteurs
Toll-like (TLR) et Nodlike (NLR). Les TLR sont principalement situés dans la région transmembranaire
des cellules hotes, tandis que les protéines NLR sont principalement situées dans le cytoplasme. Les
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deux groupes de récepteurs contiennent des répétitions riches en leucine (LRR), qui sont impliquées
dans la détection des signaux de danger et, en particulier, dans la détection de bactéries entieres et
de produits bactériens grace a la reconnaissance des modeéles moléculaires associés aux agents
pathogénes (PAMP). La signalisation PAMP via les récepteurs de I'immunité innée semble étre
importante, non seulement pour la reconnaissance et le lancement de défenses contre les agents
pathogeénes envahisseurs, mais également pour le maintien de I'homéostasie épithéliale intestinale

et pour la protection contre les Iésions (Rakoff-Nahoum et al. 2004).

2.3.2.1 Lesrécepteurs Toll-like (TLR)

Les TLRs sont des récepteurs de reconnaissance de motifs (PRR, Pattern Recognition Receptors), plus
précisément de motifs moléculaires associés aux pathogenes (PAMPs, Pathogen-Associated
Molecular Patterns) et de motifs moléculaires associés aux dommages (DAMPs, Damage-Associated
Molecular Patterns) (Swerdlow et al. 2006). Ces motifs comprennent des composants de bactéries,
de virus, de champignons et de parasites. Ce sont des récepteurs présents a la surface des cellules
immunitaires, telles que les macrophages et les cellules dendritiques, ainsi qu'a l'intérieur des
compartiments cellulaires comme les endosomes. Ces localisations permettent de détecter les
pathogenes extracellulaires et intracellulaires.

Lorsqu’un TLR détecte son ligand spécifique, il déclenche une cascade de signaux intracellulaires
menant a |'activation de facteurs de transcription et a la production de cytokines pro-inflammatoires,
d'interférons et d'autres molécules effectrices qui interviennent dans la réponse immunitaire (Akira
2003). lls activent également les cellules immunitaires, favorisent la phagocytose des pathogenes et
stimulent la maturation des cellules dendritiques, contribuant ainsi a la présentation antigénique et
a l'activation des lymphocytes T.

Une activation inappropriée ou excessive des TLRs peut conduire a des maladies inflammatoires et
auto-immunes. Par exemple, une suractivation de TLR4 est impliquée dans la septicémie, tandis que
des polymorphismes dans les genes TLR peuvent étre associés a une susceptibilité accrue a des
infections et a des maladies auto-immunes (Akira 2003).

Al’heure actuelle, dix TLR ont été identifiés chez les mammiféres et sont impliqués dans de nombreux
processus de régulation de I'inflammation (Akira 2003). A titre d’exemple, le récepteur TLR2 joue un
réle dans la régulation de l'inflammation des muqueuses et dans le maintien de l'intégrité de la

barriére épithéliale intestinale, en agissant notamment sur les jonctions serrées (Cario et al. 2007).

2.3.2.2 Les récepteurs Nodlike (NLR)

Les récepteurs NODlike (Nucleotide-binding Oligomerization Domain-like receptors), sont une classe
de protéines intracellulaires qui jouent un réle crucial dans le systeme immunitaire inné. Tout comme

les TLRs, les récepteurs NOD sont impliqués dans la reconnaissance des motifs moléculaires associés
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aux pathogenes (PAMPs) et des motifs moléculaires associés aux dommages (DAMPs). lls détectent
des composants bactériens intracellulaires, tels que les fragments de peptidoglycane. Il en existe
deux types principaux : NOD1 et NOD2. NOD1 reconnait des fragments de peptidoglycane présents
dans les parois cellulaires de la plupart des bactéries Gram-négatives et certaines bactéries Gram-
positives. NOD2 reconnait un motif de peptidoglycane appelé muramyl dipeptide (MDP), présent
dans les parois cellulaires de presque toutes les bactéries. Lorsque NOD1 ou NOD2 détectent leur
ligand spécifique, ils s'oligomérisent et recrutent des protéines adaptatrices comme RIP2 (Receptor-
Interacting Protein Kinase 2). Cela conduit a I'activation de la voie NF-kB (nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells) et a la production de cytokines pro-inflammatoires, telles que le
TNF (Tumor Necrosis Factor), I'lL-6 (Interleukine 6), et I'IlL-1B (Interleukine 1 beta) (Inohara et al.
2002).

Des mutations dans les geénes codant pour NOD2 ont été associées a certaines maladies
inflammatoires chez I’humain, comme la maladie de Crohn ((Ogura et al. 2001), (Hampe et al. 2001)).
Ces mutations peuvent altérer la capacité du récepteur a détecter les pathogenes et a réguler la

réponse inflammatoire, conduisant a une inflammation chronique de I'intestin.

2.3.3 Influence du génotype sur le microbiote intestinal

Plusieurs études suggerent que la génétique de I'h6te pourrait influencer la composition du

microbiote intestinal, mais aucun gene impliqué dans la régulation par ’hdte n’a été proposé.

Une étude menée sur 19 patients humains atteints de fievre méditerranéenne familiale (FMF) et 8
patients sains s’est intéressée aux effets des alléles de type sauvage et muté du géne MEFV codant
pour la protéine appelée pyrine sur la composition des bactéries commensales intestinales. La pyrine
est une protéine clé dans la détection des signaux de danger et la régulation de la réponse
inflammatoire via l'activation de l'inflammasome. Son rb6le est essentiel pour une réponse
immunitaire efficace et équilibrée, et des dysfonctionnements dans ce systeme peuvent conduire a
des maladies inflammatoires. Ces analyses ont révélé des changements significatifs dans la structure
de la communauté bactérienne chez les patients atteints de FMF, notamment une réduction du
nombre total de bactéries, une perte de diversité et des modifications majeures des populations
bactériennes au sein des phyla Bacteroidetes, Firmicutes et Proteobacteria durant la phase active de
la maladie. En phase de rémission clinique, la diversité bactérienne est comparable a celle des
groupes témoins, bien que la composition bactérienne reste notablement différente d’humains non
porteurs de cette mutation. Les analyses fonctionnelles discriminantes de la diversité bactérienne
intestinale ont montré un regroupement tres spécifique et distinct, en fonction du statut de porteur
d’alléle de I’'h6te (Khachatryan et al. 2008).
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Cette étude établit clairement un lien entre le génotype de I'h6te et les modifications
correspondantes du microbiote, suggérant que la génétique de I'h6te joue un rdle crucial dans
I'interaction héte-microbe, déterminant un profil spécifique du microbiote commensal dans I'intestin

des humains.

3 Le microbiote intestinal en cas d’entéropathie

inflammatoire chronique

3.1 Les entéropathies inflammatoires chroniques

3.1.1 Généralités

Les entéropathies inflammatoires chroniques (EIC), appelées également « inflammatory bowel
diseases » (IBD) comprennent, chez I’'homme, deux troubles chroniques différents caractérisés par
une inflammation de la paroi intestinale : la maladie de Crohn (MC) et la colite ulcéreuse (CU). Comme
les humains, les chiens développent également certaines formes d’entéropathie chronique, définies
comme évoluant depuis plus de 3 semaines et caractérisées par des signes cliniques tels que
vomissements, diarrhée, borborygmes, hyporexie, douleurs abdominales, nausées et/ou perte de
poids. Le diagnostic est établi apres exclusion des affections extra-digestives responsables de signes
cliniques gastro-intestinaux, des parasitoses intestinales et des affections néoplasiques et
infectieuses digestives (Dandrieux 2016).

Le concept actuel suggere qu'une inflammation se développe chez un patient génétiquement
prédisposé, déclenchée par des interactions entre les composants alimentaires, les facteurs
environnementaux et le microbiote intestinal. Les signes cliniques résultent de cette inflammation
incontrolée et on soupconne que I'étiologie de ces entités pathologiques soit similaire chez le chien
(Rioux et al. 2005). Il est cependant important de garder a I'esprit certaines différences entre le chien
et ’lhumain, notamment en ce qui concerne la thérapeutique utilisée. Par exemple, la majorité des
chiens ne nécessitent qu'une modification du régime alimentaire sans recourir a d'autres traitements
tandis qu'une minorité requiert un traitement immunosuppresseur, qui est au contraire nécessaire

chez la majorité des humains (Dandrieux 2016).

3.1.2 Classification des entéropathies chroniques

Les entéropathies inflammatoires chroniques sont actuellement classées en fonction de la réponse
clinique au traitement. D’apres la classification actuelle, on distingue les entéropathies répondant
aux changements alimentaires (FRE), les entéropathies répondant aux modulations du microbiote
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(MrMRE), les entéropathies répondant aux immunosuppresseurs (IRE) et les entéropathies non
répondantes ou réfractaires (NRE). Les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI)
englobent a la fois les IRE et les NRE avec une inflammation muqueuse démontrée. Un groupe
supplémentaire d'EIC, nommé entéropathie avec perte de protéines (PLE), fait référence a toutes les
entéropathies chroniques entrainant une hypoalbuminémie (Dupouy-Manescau et al. 2024).
Cette classification est proposée dans la figure 16.

MrMRE

2,
«

Figure 16 : Classification des entéropathies inflammatoires chroniques par (Dupouy-Manescau et al. 2024)

3.2 Mutations génétiques mises en évidence dans les EIC

3.2.1 Mutations détectées chez I'’humain

Les mutations génétiques jouent un role crucial dans la prédisposition aux maladies digestives
chroniques humaines telle que la MC. Des polymorphismes dans des genes clés, tels que ceux des
récepteurs de reconnaissance de motifs (PRRs) comme TLR4 et NOD2, augmentent significativement
le risque de développer des entéropathies inflammatoires chroniques (EIC) chez ’'homme (Ogura et
al. 2001; Franchimont et al. 2004).

Trois polymorphismes majeurs dans NOD2 (L1007fsinsC, G908R et R702W) ont été génétiquement
associés a la MC. Fonctionnellement, NOD2 active le facteur nucléaire kB (NFkB) et confére une
réactivité au lipopolysaccharide bactérien (LPS) et au peptidoglycane (PGN). Les mutations

génétiques présentes dans le gene NOD2 diminuent |'efficacité de ce géne a reconnaitre et a
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répondre aux bactéries présentes dans la lumiére intestinale. Cette défaillance dans la détection et
la réponse aux bactéries pathogénes peut conduire a une vulnérabilité accrue a certaines infections
bactériennes dans l'intestin, augmentant ainsi le risque de développer des inflammations et des
complications associées a la maladie de Crohn.

De méme, le polymorphisme de TLR4 est statistiquement plus fréquent chez les patients atteints de
MC et de colite ulcéreuse (CU) par rapport aux individus sains et il est aussi associé a un risque accru
de développer une MC et une CU, soulignant I'importance des PRRs dans ces maladies (Franchimont
et al., 2004).

3.2.2 Mutations détectées chez le chien

Chez le chien, le lien entre polymorphisme de NOD2 et développement d’entéropathies
inflammatoires chroniques a également été démontré, mais uniquement chez la race Berger
Allemand parmi les dizaines d’autres races étudiées (Hampe et al. 2001). Les mémes démarches que
chez I’'homme ont été effectuées pour les différents polymorphismes de TLR4 et 5. Il apparait que la
plupart des polymorphismes répertoriés sur les genes de ces récepteurs sont statistiquement
associés au développement de MICI chez le chien (Kathrani et al. 2010).

Parallelement, certaines races, comme le Berger Allemand notamment, ont été rapportées comme
possédant une plus faible concentration d’immunoglobuline A sérique (IgA) ((Olsson et al.
2014),(German et al. 2000)). L'IgA constitue un pilier du systtme immunitaire sécrétoire en
protégeant la muqueuse contre les agents pathogenes. Un déficit en IgA est associé a des infections
récurrentes des muqueuses et a des maladies a médiation immunitaire telles que les MICI. Des études
menées chez la souris ont établi un lien entre l'interaction du TLR5 avec son ligand, la flagelline, et le
changement de classe des lymphocytes B en plasmocytes producteurs d'IgA. Une hypothese peut
donc étre émise sur le fait que les chiens porteurs des génotypes avec des polymorphismes de TLR5
auraient un nombre différent de plasmocytes IgA dans les muqueuses duodénale et colique par
rapport aux chiens de génotype sain. Une seule étude a cherché a prouver cette hypothése et n’a pas
démontré de résultat concluant (Lee et al. 2015).

Les mutations génétiques mises en évidence dans la pathogénie des MICI chez le chien et I'homme
partagent des similitudes remarquables suggérant des mécanismes pathogéniques communs.
Explorer ces similitudes offre une opportunité unique de mieux comprendre les MICI et de

développer des traitements ciblés et personnalisés pour les patients humains et canins.
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3.3 Modification de la flore intestinale : la dysbiose

Un déséquilibre de la flore microbienne normale, appelé dysbiose intestinale, est couramment
observé dans les maladies impliquant une inflammation de l'intestin, notamment les maladies
inflammatoires chroniques de l'intestin mais aussi les infections, les cancers colorectaux et les
allergies alimentaires (Zeng et al. 2017). La dysbiose intestinale est une modification de la
composition du microbiote intestinal associée a des changements fonctionnels dans le

transcriptome, le protéome ou le métabolome microbien (Zeng et al. 2017).

L'importance de la flore bactérienne résidente dans la pathogenése des EIC est illustrée par un grand
nombre d’études, tant chez le chien que chez ’lhumain. Les résultats des études menées sur des
modeles animaux qui développent spontanément une EIC montrent que la présence de bactéries
intestinales est nécessaire pour déclencher une inflammation intestinale, indépendamment du
dysfonctionnement immunitaire sous-jacent (Sellon et al. 1998; Elson et al. 2005). Si I'on s’intéresse
maintenant aux différences dans la composition de la microflore intestinale, on constate
premierement une réduction globale de la richesse et de la diversité bactérienne chez les chiens
atteints de MICI (Xenoulis et al. 2008; Jergens et al. 2010; Craven et al. 2009). Des changements
significatifs sont également observés dans les populations bactériennes a tous les niveaux
phylogénétiques. De nombreuses études utilisant des méthodes d’analyse moléculaire se sont
intéressées a comparer le microbiote intestinal de chiens sains avec celui de chiens atteints d’EIC. Les

données regroupées par quelques-unes de ces études sont regroupées dans le tableau lll.
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Tableau Il : Modifications microbiennes signalées chez les chiens atteints d’EIC

Référence Type Taille de Méthode d’analyse Observations
d’échantillon I’échantillon

(Xenoulis etal. Brossages EIC (n=10) Bibliotheque génique - Réduction de la diversité

2008) duodénaux Sain (n=9) (g&éne ARNr 16S) - Augmentation des Enterobacteriaceae (E.Coli)
- Diminution des Bacteroidetes

(Suchodolski Biopsies EIC (n=7) Bibliotheque génique - Augmentation en Proteobactéria

et al. 2010) duodénales Sain (n=7) (g&éne ARNr 16S) - Diminution en Clostridies

(Suchodolski, = Biopsies EIC sévere (n=7) @ Pyroséquencage - Augmentation des Protéobactéria (genres Diaphorobacter et

Dowd, et al. duodénales EIC modérée | (géne ARNr 16S) Acinetobacter)

2012) (n=7) - Diminution en Fusobacteria, Bacteroides et Prevotellaceae

Sains (n=6)
(Allenspach et Biopsies EIC (n=13) Bibliotheque génique - Augmentation des Actinobacteria, Lactobacillales, Erysipelorichales
al. 2010) duodénales, Sains (n=10) (g&éne ARNr 16S)
coliques et iléales

(Xu et al. Feces EIC (n=15) gPCR, dosage des AGCC - Diminution en lactobacilles et bactéries productrices de butyrate

2014) Sains (n =11)

(Giacomo Féces EIC (n=20) gPCR - Diminution de Faecalibacterium spp. et Turicibacter spp.

Rossi et al. Sains (n = 10) (g&éne ARNr 16S)

2014)

(Craven et al. Biopsies EIC (n=16) Pyroséquencage - Diminution de la diversité

2009) duodénales Sains (n = 14) (g&éne ARNr 16S)

(Jergens et al. Biopsies EIC (n=18) Pyroséquencage - Diminution de certaines Bacteroides et Clostridies (clusters IV et XIVa)

2010) intestinales Sains (n = 6) (g&éne ARNr 16S) - Augmentation des gamma-proteobacteria (Moraxellaceae et
xanthomonadaceae)
- Réduction de la diversité

(Minamoto et @ Feces et plasma EIC (n=12) Pyroséquencage - Augmentation en gammaproteobacteria

al. 2015) Sains (n = 10) (gene ARNr 16S) - Diminution des Erysipelotrichies, Clostridies et des Bacteroides

- Diminution de la diversité
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Chaque étude prise en compte dans le tableau ci-dessus a montré une différence significative dans
les analyses moléculaires des groupes de chiens atteints d’EIC et de chiens sains, mettant ainsi en en

évidence une dysbiose systématique chez les chiens atteints d’EIC.

Chez les animaux atteints d’EC, le phylum le plus touché est celui des Firmicutes. Plusieurs études
rapportent une diminution relative en Clostridies et notamment des clusters IV et XIVa dont fait partie
Faecalibacterium Prausnitzii, une des bactéries reconnues pour ses propriétés anti-inflammatoires
essentielles (Sokol et al. 2009). Ces Clostridies jouent un réle important dans la santé intestinale du
chien en contribuant a la fermentation des fibres avec production d’AGCC, en permettant la
formation d’acides biliaires secondaires, en modulant la réponse immunitaire et en renforgant la
barriére intestinale. Ainsi, une diminution de ces groupes bactériens en situation d’inflammation
intestinale contribue logiquement au maintien ou au déclenchement de ces maladies.

On constate souvent une augmentation du phylum des Proteobactéria (alpha, beta ou gamma-
proteobactéria). La différence la plus profonde concerne I'enrichissement du microbiote intestinal
des chiens atteints d’EIC avec des membres de la famille des Enterobacteriaceae appartenant aux
gamma-protéobactéria. Parmi les especes mises en cause, E. Coli est plus spécifiqguement désigné
(Xenoulis et al. 2008). Par ailleurs, il a été démontré que la colonisation intramuqueuse par E. coli est
associée a la colite ulcéreuse histiocytaire dans les races Boxer et Bouledogue (Manchester et al.
2013; Craven et al. 2011). L'augmentation des Proteobacteria semble étre principalement due a
I’augmentation des Pseudomonales, des Moraxellaceae (en particulier Acinetobacter) et des
Xanthomonadaceae (Suchodolski, Dowd, et al. 2012; Jergens et al. 2010).

Les séquences appartenant au phylum Bacteroidetes se sont révélées significativement moins
fréquentes chez les chiens atteints d’EIC (2,7 %) que chez les chiens du groupe témoin (11,2 %)
(Xenoulis et al. 2008). Les bactéries de ce phylum, présentes généralement en grande quantité dans
le co6lon, sont connues pour leur production bénéfique d’AGCC chez le chien. Cette différence
pourrait donc également étre I'un des composants du développement ou de I'entretien des EIC chez

le chien.
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Figure 17 : Composition au niveau du phylum de la flore bactérienne duodénale de chiens sains (Control dogs) et de chiens
atteints de MICI (IBD dogs) (Xenoulis et al. 2008)

Il est intéressant de noter que ces altérations sont généralement similaires a la dysbiose observée
chez les humains atteints d’EIC ou chez les modeles animaux d'inflammation intestinale, ce qui
suggere que les réponses microbiennes aux conditions inflammatoires de l'intestin sont conservées
chez tous les types d'hotes mammiféeres.

3.4 Impact des EIC sur le métabolome

Des altérations ont également été décrites dans les profils des métabolites fécaux de chiens et
d’humains atteints d’EIC. En outre, certaines classes spécifiques de métabolites, notamment les
acides biliaires, les acides gras a chaine courte ou encore les protéases ont été impliqués dans la
pathogenese des EIC.

3.4.1 Diminution du taux d’AGCC

La dysbiose généralement observée dans les EIC est associée a une perte d’espéeces bactériennes
produisant des acides gras essentiels comme le butyrate, telles que Faecalibacterium prausnitzii et
Roseburia spp ainsi que d’autres clostridies cluster IV et XIVa (Jergens et al. 2010; Sokol et al. 2009).
Ceci est cohérent avec la tendance générale vers une réduction des niveaux d’AGCC fécaux rapportée
dans les études métabolomiques des EIC chez les humains et les chiens (Xu et al. 2014; Lavelle, Sokol
2020).
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3.4.2 Une prépondérance d’acides biliaires primaires

La biotransformation des acides biliaires par le microbiote colique est également impliquée dans la
pathogenese des EIC chez I'homme et le chien (Sinha et al. 2020). Les acides biliaires secondaires
(acide désoxycholique (DCA), acide lithocholique (LCA) et acide ursodésoxycholique (UDCA)) ont
démontré un effet anti-inflammatoire intestinal chez les souris (Sinha et al. 2020). Cependant, la
conversion en acides biliaires secondaires est attribuée a un petit nombre de bactéries possédant
des enzymes inductibles par les acides biliaires, notamment Clostridium cluster XIVa et Eubacterium
parmi les genres du phylum Firmicutes. Ces populations bactériennes semblent préférentiellement
diminuées en cas d’inflammation chronique. Confirmant cette hypothese, plusieurs études de
métabolomique non ciblée ont mis en avant une concentration fécale en acides biliaires secondaires

inférieure dans les cas d’EIC avec une augmentation de la concentration fécale en acides biliaires
primaires (Guard et al. 2019),(Blake et al. 2019).
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Figure 18 : Modéle physiopathologique du dysmétabolisme des acides biliaires luminaux dans les maladies inflammatoires

de l'intestin (Duboc et al. 2013)

L'altération de l'activité enzymatique du microbiote observée dans la dysbiose associée aux EIC
entraine des modifications de la composition du pool d’acides biliaires luminaux. L'altération de la
transformation des AB dans la lumiére intestinale peut annuler les effets anti-inflammatoires de

certaines especes d’AB sur les cellules épithéliales de I'intestin et pourrait participer a la boucle
d'inflammation chronique des EIC (Duboc et al. 2013).
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3.4.3 Diminution du taux de tryptophane sérique

L'administration de tryptophane et de certains de ses métabolites a montré une réduction de la
sévérité de la colite chez les souris, tandis que son exclusion de l'alimentation augmentait la
susceptibilité a la maladie (Hashimoto et al. 2012). Par ailleurs, une augmentation du métabolisme
du tryptophane, ainsi qu'une corrélation inverse entre les niveaux de tryptophane sériques et
I'activité de la maladie, ont été observées chez une cohorte de 535 patients humains atteints d’EIC
(Nikolaus et al. 2017).

Bien que les niveaux de tryptophane ou de ses métabolites n’est pas encore été trés étudié chez le
chien, cette molécule semble jouer un role clé dans la modulation de l'inflammation intestinale, avec
des implications potentielles pour le traitement et la détection des EIC.

3.4.4 Augmentation de I'activité protéolytique

Des études récentes ont impliqué les protéases de I'h6te et du microbiote intestinal dans la
pathogenese des MICI. Des échantillons intestinaux et fécaux de patients atteints de la Maladie de
Crohn et de colite ulcéreuse ont montré une activité excessive des protéases a sérine par rapport aux
témoins sains (Mkaouar et al. 2021). Ainsi, une activité protéolytique incontrélée est susceptible
d’interférer dans diverses voies de signalisation, d'infliger des dommages tissulaires et d'exacerber

I'inflammation intestinale.
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Figure 19 : Implication du serpinome intestinal dans I'hnoméostasie intestinale et les maladies inflammatoires chroniques

de l'intestin (Mkaouar et al. 2021) ; SCFA : acide gras a chaine courte.
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La dérégulation de I'équilibre protéolytique avec une activité accrue des protéases par rapport aux
serpines altere la barriére intestinale et exacerbe l'inflammation (Mkaouar et al. 2021). Une
augmentation de l'expression et de I'activité des protéases a sérine a été démontrée dans les tissus
coliques et les échantillons fécaux des patients atteints de MICI par rapport aux témoins sains
(Jablaoui et al. 2020; Kriaa et al. 2020; Van Spaendonk et al. 2017). Cette activité protéolytique
dérégulée participe a la réponse inflammatoire et provoque des altérations structurelles et
fonctionnelles de I'épithélium intestinal notamment par I'activation du récepteur PAR (protease-
activated Receptor) (Motta et al. 2021), le clivage des protéines jonctionnelles (Dabek et al. 2011)
ainsi que la synthése des cytokines et des chémokines inflammatoires (Mortier et al. 2010).

De la méme facon, parmi les protéases a cystéine, les caspases et les cathepsines ont été étudiées
pour leur role potentiel dans la pathogenése des entéropathies inflammatoires chroniques (Julien,
Wells 2017). Par exemple, chez I'humain, au niveau génétique, le gene de la caspase 9 a été suggéré
comme un géne de susceptibilité aux MICI (Guo et al. 2011).

Les altérations de la composition et de la fonction du microbiote intestinal susceptibles d’intervenir
dans le développement et I'entretien des EIC chez ’lhumain et le chien sont résumées dans la figure
20.
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Figure 20 : Schéma bilan sur les modifications environnementales en cas d'entéropathie inflammatoire chronique du chien par
(Hernandez et al. 2022)
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ETUDE EXPERIMENTALE
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1 Introduction

Dans cette partie, nous nous sommes intéressés a la comparaison de la composition du microbiote
intestinal chez des chiens sains appartenant a deux races prédisposées aux entéropathies chroniques
(le Berger Allemand et le Yorkshire Terrier) et a une race dite « témoin » (le Berger Australien), ainsi
gu’aux données de la littérature. L’objectif de cette étude est de déterminer si une race prédisposée

aux EC présente un microbiote intestinal différent par rapport a une race non prédisposée.

1.1 Races prédisposées aux entéropathies chroniques

Le Berger Allemand fait partie des cing races présentant un risque élevé de développer une
entéropathie inflammatoire chronique (EIC) (Kathrani et al. 2011). Cette race est sujette a une
immunodéficience généralisée (Vilson et al. 2013), caractérisée notamment par un déficit en
immunoglobuline A (IgA) sérique, une molécule immunitaire essentielle a la défense des muqueuses,
au niveau intestinal notamment (German et al. 2000; Batt et al. 1991; Grutzner et al. 2021; Olsson et
al. 2014). Cette race, fréquemment étudiée dans le contexte des EIC, présente également un
polymorphisme de certains génes impliqués dans la pathogenése des de ces maladies, notamment
ceux codant pour les récepteurs Toll-like (TLR) et NOD-like (NLR) (Allenspach et al. 2010; Hampe et
al. 2001; Kathrani et al. 2010).

Le Yorkshire Terrier est I'une des races les plus fréequemment touchées par I'entéropathie chronique
avec perte de protéines (PLE) ((Dossin, Lavoué 2011),(Bota et al. 2016)), représentant environ 15 %
des cas chez les chiens (Kimmel et al. 2000). Cette race a un risque environ 10 fois plus élevé de
développer une PLE par rapport aux races non prédisposées (Peterson, Willard 2003; Kimmel et al.
2000). Ce type d'entéropathie est principalement causé par la lymphangiectasie, des entéropathies
inflammatoires chroniques ou des néoplasies (Rudinsky et al. 2017).

Chez les Yorkshire Terriers, la PLE est généralement liée a la lymphangiectasie (Kull et al. 2001;
Peterson, Willard 2003; Lecoindre et al. 2010). Histologiquement, dans cette race, les Iésions
d'entérite exsudative incluent fréquemment une dilatation des chyliferes et des cryptes intestinales,
parfois accompagnées d'abcédation et d'inflammation intestinale (Rudinsky et al. 2017) avec une
prévalence élevée de lésions cryptiques qui semblent plus sévéres dans cette espéce (Lecoindre et
al. 2010; Kull et al. 2001).
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1.2 Utilisation du Berger Australien comme population témoin

Dans la littérature, aucune prédisposition raciale aux entéropathies chroniques (EC) n’a été rapportée
chez le Berger Australien (Kathrani et al. 2011; Craven et al. 2004), ce qui en fait une race idéale pour
étre utilisée comme groupe témoin dans cette étude, permettant ainsi une comparaison fiable avec

les races prédisposées.

2 Matériels et méthodes

Les méthodes d’échantillonnage et d’analyse du microbiote fécal ont été identiques entre les deux

cohortes de chiens prédisposés ou non aux EC

2.1 Méthodes de recrutement, sélection des individus prélevés et
criteres d’inclusion

Tous les propriétaires de Bergers Australiens, de Bergers Allemands ou de Yorkshires Terriers en
bonne santé, qu'ils soient particuliers ou éleveurs, ont été invités a faire participer leur chien a
I'étude. Le recrutement a été réalisé par contact direct avec les éleveurs, fréquentation de clubs
canins ou d'événements cynophiles, annonces sur les réseaux sociaux et au sein du CHUV d'Oniris,
ainsi que par le bouche-a-oreille. Les chiens sélectionnés devaient étre apparemment en bonne santé
et agés de plus de six mois. Tous les chiens répondant a ces criteres ont été acceptés, quel que soit
leur sexe, statut physiologique ou indice de condition corporelle, et qu'ils soient inscrits au Livre des
Origines Francais ou non, a condition qu'ils soient de race pure. Les chiens présentant un probléme
de santé mineur, transitoire et sans lien connu avec le microbiote intestinal, ont également été
acceptés. Les traitements en cours, le cas échéant, ont été méticuleusement notés.

Les chiens recevant une antibiothérapie, ayant une maladie affectant leur état général ou souffrant
de signes digestifs chroniques n'ont pas été retenus.

2.2 Collecte des données : questionnaire individuel,
détermination de l'indice de condition corporelle et du score
fécal

Pour chaque chien prélevé, les données suivantes ont été recueillies aussi précisément que possible

aupres du propriétaire via un questionnaire disponible en Annexe 2 :
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e |nformations générales sur I'animal :

- Date de naissance

- Ration alimentaire précise (croquettes, ration ménagere, viande crue, friandises, etc.)

- Tendance a la coprophagie ou non

- Tendance a I'ingestion de corps étrangers ou non

- Baignades régulieres ou non, et si oui, dans quel type de point d’eau (eau de mer, riviére, eau
stagnante, etc.)

- Lieu de naissance, si différent du lieu de vie

- Voyages effectués au cours de la vie

- Activité sportive réguliere ou non

e Informations sur la santé de I’'animal :

- Antécédents de maladies ou non, et si oui, lesquels

- Antécédents d’anesthésie ou non, et si oui, pour quel(s) motif(s)

- Antibiotiques regus, avec les détails suivants : molécule utilisée, date, durée et voie d’administration
- Antiparasitaires (externes ou internes) recus, avec les détails suivants : molécule utilisée, voie,
fréquence d’administration et date de la derniére administration

- Vaccins regus, si oui, lesquels et date de la derniere administration

- Tout autre traitement par voie orale, avec les détails suivants : molécule utilisée, date, durée et voie

d’administration

e Informations sur la collectivité :

- Lieu de vie de I'animal (département/ville)

- Nombre de chiens en contact avec le donneur

- Nombre d’animaux d’autres espéeces en contact avec le donneur

- Type d’hébergement (appartement, maison avec jardin, chenil, etc.)
- Type de sol dans les lieux de vie (terre, herbe, béton, paille, etc.)

- Fréquence de ramassage des déjections

- Présence de maladies d’élevage ou non

e Données spécifigues pour chague prélevement :

- Type de prélevement (aérobiose ou anaérobiose)

- Score fécal selon la grille en annexe 4

- Indice de condition corporelle, d’apres la grille en annexe 3

Ces informations permettent d’obtenir une vue d'ensemble compléte et détaillée de chaque chien
et de ses conditions de vie, afin de mieux comprendre les facteurs pouvant influencer sa santé

digestive.
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2.3 Analyse parasitaire

Pour exclure les échantillons d'animaux porteurs de parasites digestifs, une analyse coprologique a
été effectuée par le laboratoire Idexx. Celui-ci a recherché la présence de parasites dans les selles a
I'aide d'un test de flottation coproscopique. Ce test consistait a filtrer les selles afin de retirer les
débris, puis a les mélanger avec des solvants permettant la remontée des ceufs de parasites a la
surface, facilitant ainsi leur identification et dénombrement. En paralléle, une recherche de Giardia
a été réalisée par la méthode ELISA. Les animaux dont les selles étaient positives pour des parasites
ou Giardia ont été exclus de I'étude.

2.4 Présentation de la cohorte constituée

Nous avons collecté les selles d’environ 400 chiens dans le but de créer une cohorte représentative
pour notre étude. Notre étude a porté sur un échantillon sélectionné issu de cette population globale.
Le choix des chiens sélectionnés a visé a minimiser certains facteurs confondants pouvant interférer

dans notre étude de la composition du microbiote fécal.

2.4.1 Alimentation

L’alimentation constituant un facteur majeur de variation de la composition du microbiote intestinal,
nous avons donc sélectionné des chiens dont la composition de la ration était relativement similaire.
Tous les chiens étudiés ont regu une alimentation industrielle seche identique dont la composition
en macronutriments était la suivante :

Taux de protéine : 25%

Taux de graisse : 17%

Taux de cellulose : 6,2%

Taux de fibres 1,8%

2.4.2 Age
L'age des chiens étudiés a été choisi dans un intervalle restreint :

e de2a3,9ans pour les Yorkshire Terriers, avec une moyenne d'age de 3 ans
e de1,7a4ans pour les Bergers Allemands, avec une moyenne d'age de 3 ans
e de 1,9a3,9ans pour les Bergers Australiens, avec une moyenne d'age de 3 ans

Ainsi, la moyenne d'age des trois groupes de races était similaire, ce qui a permis de réduire les
variations de composition du microbiote fécal liées a I'age.
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2.4.3 Indice de condition corporelle

Seuls des chiens possédant un indice de condition corporel (ICC) autour du score idéal selon la World
Small Animal Veterinary Association ont été retenus, en prenant soin d’exclure les animaux en

surpoids. Tous les chiens possédaient un ICC compris entre 3 et 4,5 sur 9.
2.4.4 Etat physiologique

Seuls les chiens en bonne santé, sans aucune maladie et aucun signe clinique déclaré par les

propriétaires, ont été inclus dans notre étude.

2.5 Analyse microbiologique
2.5.1 Types de prélevements

Les échantillons de selles ont été récoltés au moment de leur émission spontanée par les chiens,
entre septembre 2018 et mars 2024. Chaque échantillon a été prélevé en conservant la structure de

la selle afin de limiter le contact avec I'oxygene ambiant.

Pour chaque chien, les selles ont été réparties dans deux pots a prélevements :
- Un premier pot destiné a I'analyse parasitologique (aérobie)
- Un second pot destiné a I'analyse du microbiote (anaérobie)

Pour maintenir I'anaérobiose dans les pots destinés a I’analyse du microbiote, les pots ont été placés
dans un sachet de congélation individuel contenant un sachet en papier AnaeroGenTM (ANOO35A).
Ces sachets génerent une atmosphére anaérobie en absorbant I'oxygene et en produisant
simultanément un dégagement de dioxyde de carbone. Ils permettent de réduire le taux d’oxygene
jusqu’a un pourcentage inférieur a 1% en moins de 30 minutes et d’obtenir une concentration en
dioxyde de carbone comprise entre 9 et 13%. L’ensemble des sachets était ensuite placé dans une
jarre hermétique contenant elle-méme deux sachets AnaeroGenTM (ANO035A). Le maintien en
condition anaérobie est primordial pour ne pas modifier le microbiote fécal, lorsque la congélation
de I'échantillon n’est pas immédiate.

Le prélevement destiné a l'analyse parasitologique était envoyé au laboratoire IDEXX. Le
prélevement destiné a I'analyse du microbiote fécal était expédié a l'unité MIHA (Microbiota
Interaction Human and Animal) de I'institut MICALIS de I'INRA de Jouy-en-Josas. Une fois parvenus a

63



I"INRA, les prélevements en anaérobiose étaient stockés sous forme d’échantillons de 5g dans des
congélateurs a -80°C permettant de figer la composition du microbiote.

En cas d’'impossibilité de transfert rapide au laboratoire (<24h), les échantillons ont été conservés en

conditions aérobies dans un pot a prélevement stérile étanche et congelés a -80 °C dans les 2 heures.

2.5.2 Extraction de 'ADN métagénomique

La premiere étape d’analyse du microbiote a consisté a extraire I’ADN des échantillons de 5g de selles
pour chacun des 54 chiens du lot. Pour cela, 50 mg de selles ont été prélevés dans chaque échantillon
et I’extraction de I’ADN a eu lieu en plusieurs étapes selon un protocole établi par I'unité MIHA de

I'INRA de Jouy-en-Josas.

Dans un premier temps, une lyse chimique a été effectuée. Cette lyse consiste a adjoindre du
thiocyanate de guanidine et du N-lauroyl sarcosine aux 50 mg de selles et a incuber 'ensemble a 70°C
apres homogeénéisation. Le thiocyanate de guanidine inhibe les nucléases tandis que le N-lauroyl
sarcosine est un détergent qui lyse les cellules. Ce traitement chimique appliqué contribue a la lyse

des cellules et empéche la dégradation des acides nucléiques.

Dans un second temps, une lyse mécanique des cellules a été effectuée. Cette lyse mécanique a été
réalisée par agitation au Bead-BeaterTM. Ces deux premieres étapes ont permis de déstabiliser les
parois bactériennes et de détruire les membranes biologiques, ce qui permet la libération de ’ADN.

La troisieme étape a consisté a débarrasser ’ADN libéré des protéines et des débris cellulaires.

1. Une précipitation des molécules aromatiques a d’abord été effectuée en additionnant du
PVPP (polyvinylpolypyrrolidone) aux échantillons. Le surnageant contenant de ’ADN encore
impur a été récupéré dans un tube de 2 mL.

2. Le culot (contenant les molécules aromatiques précipitées et un peu d’ADN) a été lavé avec
une solution tampon contenant de I'EDTA (il permet la chélation des ions bivalents co-
facteurs des nucléases et limite donc la dégradation de I’ADN). L’ensemble culot-solution
tampon a été centrifugé a trois reprises et le surnageant a été récupéré et ajouté au tube de
2 mL aprés chaque centrifugation. Cette étape de lavage permet de récupérer le maximum
d’ADN impur.

3. Letube de 2 mL contenant les surnageants (ADN impur) a été centrifugé et le surnageant issu
de cette centrifugation a de nouveau été placé dans des tubes de 2 mL. Cette centrifugation

élimine les particules en suspension.
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4. Une précipitation des acides nucléiques a ensuite été réalisée en ajoutant de I'isopropanol
aux tubes. Apres centrifugation, le surnageant a été éliminé.

5. Une nouvelle étape de précipitation des protéines restant dans le culot contenant les acides
nucléiques a été effectuée. Le culot a été remis en suspension dans du tampon phosphate et
de I'acétate de potassium. Apres centrifugation et incubation au bain-marie, le surnageant
(contenant ’ADN) a été récupéré dans un tube Ependorf de 1.5 mL et le culot (contenant les
protéines) a été éliminé.

6. Une étape de digestion de I’ARN a ensuite été réalisée par adjonction de RNase au surnageant
et incubation a 37°C.

7. L'ADN a ensuite été précipité par adjonction d’acétate de sodium et d’éthanol 100%. Le
surnageant a été éliminé apres centrifugation.

8. Pour finir, le culot obtenu (contenant I’ADN) a été rincé a deux reprises avec de I'éthanol 70%
pour éliminer les dernieres impuretés. L'éthanol a été éliminé apres chaque centrifugation et
le culot obtenu a été séché sous hotte a flux laminaire. Le culot obtenu a été suspendu dans

une solution tampon et conservé a -80°C.

2.5.3 Vérification de la qualité de I'extraction

Une fois I'ADN bactérien extrait et purifié, il est essentiel de vérifier sa qualité. Les séquences d'ADN
16S utilisées pour l'identification des bactéries doivent étre intactes et non altérées au cours des
étapes d'extraction. De plus, I'ADN doit étre aussi pur que possible pour éviter les artéfacts lors des
étapes d'amplification et d'identification.

2.5.3.1 Fragmentation de 'ADN

Lors de I'extraction de I'ADN, il est possible que les hélices d'ADN se cassent si les étapes du protocole
ne sont pas exécutées avec suffisamment de soin. Pour vérifier 'absence de fragmentation de I’ADN,
une électrophorese sur gel a été réalisée. La présence d'une bande homogene, peu migrée, indique
que les molécules d'ADN sont intactes et n'ont pas été endommagées pendant I'extraction. En
revanche, si de nombreuses petites bandes migrent plus loin, cela signale la présence de fragments

d'ADN de tailles différentes, témoignant d'une dégradation de I'ADN durant |'extraction.

2.5.3.2 Présence de molécules indésirables

La détection des molécules indésirables a été réalisée par des mesures d'absorbance. Les acides
nucléiques absorbent a 260 nm, tandis que les protéines absorbent a 280 nm et les autres molécules
organiques a 230 nm. En comparant I'absorbance a 260 nm avec celle a 230 ou 280 nm, il est possible

d'évaluer le niveau de contamination de I'ADN extrait. Si ce rapport est inférieur a 2, la contamination
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est jugée excessive et il est alors nécessaire de reprendre la procédure pour obtenir un échantillon
d'ADN acceptable.

2.5.4 Amplification par PCR des séquences extraites

Une fois I’ADN extrait, les séquences d’intérét (c’est-a-dire les ADN bactériens) ont été amplifiées par
PCR afin d’en synthétiser une quantité suffisante pour le séquencage.

Pour pouvoir détecter tous les ADN bactériens, la technique de 'ARNr 16S a été utilisée. Cette
technique consiste a amplifier les séquences d’ADN codant pour I’ARN ribosomal 16S. Cet ARN
ribosomal a la particularité de posséder 9 régions conservées au sein de toutes les bactéries, qui
encadrent des régions hypervariables d’un taxon a I'autre. Les régions conservées permettent de
construire des amorces pour la PCR afin de sélectionner la région d’intérét et de capturer I'ensemble
des ARNr 16S. Les régions hypervariables encadrées par les amorces choisies permettent de

discriminer les taxons bactériens apres séquengage.

Nous avons choisi les amorces correspondant aux régions conservées V3-V4. La région hypervariable

encadrée par ces deux amorces a une longueur d’environ 150 paires de bases.

La PCR en temps réel a été réalisée selon un protocole établi par I'unité MIHA de I'INRA de Jouy-en-
Josas. Une quantité d’ADN de 10 ng a été introduite dans le thermocycleur associé a une solution
tampon (Buffer 10X), a des dNTP, aux amorces et a la Taq polymérase. La Taqg polymérase choisie est
la MolTag 16S DNA Polymerase (MEDIANE, réf P-019-500) et les amorces (régions V3 et V4)

correspondent aux séquences suivantes :

Forward Primer : 5" CTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACGGRAGGCAGCAG
Reverse Primer : 5" GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTACCAGGTATCTAATCCT

Les quantités de réactifs a introduire, les températures et durées des étapes de dénaturation,
hybridation et élongation ainsi que le nombre de cycles a réaliser ont été déterminés par I'unité MIHA

de maniére a optimiser le rendement de la PCR.

La qualité de la PCR a été évaluée par électrophorese. Cette électrophorese permet de vérifier la
présence de fragments de 150 paires de bases.

2.5.5 Séquengage
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Les amplicons ont été envoyés a la plateforme GeTPlage de I'INRA a Toulouse, ou ils ont été
séquencés en utilisant une méthode de séquencage a haut débit, le pyroséquencage. Les séquences
générées a cette étape sont appelées “reads”.

2.5.6 Traitement bio-informatique des données

2.5.6.1 Analyse primaire

L’analyse primaire consiste en un ensemble d'étapes visant a préparer, nettoyer et transformer les

données brutes issues du séquencage pour les rendre exploitables. Elle se compose de différentes

étapes représentées dans la figure 21.

!

Pre-processing

l

Clustering - Assignation
taxonomique

Figure 21 : Etapes de I'analyse primaire du traitement bio-informatique

Ces étapes préparent les données pour l'analyse secondaire, qui inclut des analyses plus
approfondies comme I'étude de la diversité et les comparaisons entre groupes bactériens.

2.5.6.1.1 Pre-processing

Apres |'obtention des reads, un premier filtrage a été réalisé a I'aide de la plateforme FROGS. Cette
étape vise a éliminer les erreurs de séquencage en excluant les séquences qui ne répondent pas aux
critéres requis : longueur incorrecte (moins de 150 paires de base), absence d'alignement correct
avec les amorces choisies en début ou en fin de séquence, ou présence de bases ambigués. Les
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séquences chimériques, résultant de la fusion de fragments lors des amplifications, ont également

été supprimées.

2.5.6.1.2 C(lustering - Assignation taxonomique

Le clustering a pour but d’identifier chaque séquence en lui attribuant un nom de bactérie ou un
phylum. Les séquences ont été comparées et regroupées en fonction de leur similarité en utilisant
une méthode appelée clustering hiérarchique ou stratégie de novo. Cette méthode compare toutes
les séquences entre elles, crée une matrice des distances et regroupe progressivement les séquences
en clusters selon leur proximité. Au début, chaque séquence forme un cluster séparé, puis les clusters

les plus similaires sont fusionnés.

A partir de ces clusters, des OTUs (unités taxonomiques opérationnelles) ont été définies,
représentant des groupes de bactéries ayant plus de 97 % de similarité. Une séquence consensus a
été déterminée pour chaque OTU et comparée a une base de données (SYLVA 132 16S) pour attribuer
un nom de phylum ou de genre a chaque OTU, ce qui constitue I'assignation taxonomique. Cette
annotation est ensuite appliquée a tous les reads appartenant a ’'OTU.

2.5.6.1.3 Création d’une table des OTUs

Apres avoir obtenu les OTUs, une table d’OTUs est créée. Ce tableau a double entrée répertorie le
nombre de séquences pour chaque OTU dans chaque échantillon, appelé abondance. Pour faciliter
la comparaison entre les échantillons, les abondances absolues sont normalisées en exprimant le
nombre de séquences pour chaque OTU en pourcentage du nombre total de séquences dans
I’échantillon. Ce tableau normalisé est utilisé comme base pour toutes les analyses métagénomiques

ultérieures.
2.5.6.2 Analyse secondaire

Les analyses statistiques ont été effectuées a l'aide du logiciel R (package PHYLOSEQ). Les
comparaisons statistiques ont été effectuées a I'aide du test de Matt-Whitney et de la correction de
Benjamini-Hochberg. Les données sont présentées sous forme de moyennes accompagnées de
I’'Erreur Standard de la Moyenne (SEM). Différentes pValues ont été utilisées : *pour p < 0,05, **
pour p < 0,01, et *** pour p <0,001.

68



2.5.6.2.1 Détermination de la composition du microbiote

Dans notre étude, I'abondance relative a été calculée a différentes échelles. Tout d’abord,
I'abondance relative des différents phyla a été déterminée pour chacun des 54 échantillons et
regroupée ensuite par race pour ne plus comparer que I'abondance relative des trois races de chien.
Ensuite, nous avons comparé I'abondance relative de certaines familles et genres bactériens présents

chez chacune des trois races.

2.5.6.2.2 Détermination de l'alpha diversité

Trois indices différents ont été utilisés pour évaluer la diversité alpha dans les échantillons :
- L'indice Observed mesure la richesse en comptant le nombre total d'espéces
différentes (ou OTUs) observées dans un échantillon.
- L'indice Shannon mesure la diversité en prenant en compte a la fois la richesse et
I'équité des especes dans un échantillon. En d’autres termes, un échantillon dans lequel
toutes les espéces sont également représentées a un indice de Shannon plus élevé.
- Lindice InvSimpson est une autre mesure de la diversité qui met davantage I'accent
sur I'équité ou la dominance des espéces. Il est calculé comme l'inverse de l'indice de
Simpson, qui mesure la probabilité que deux individus choisis au hasard dans un échantillon
appartiennent a la méme espéce. Un indice InvSimpson plus élevé indique une diversité plus
grande, car cela signifie qu'il est moins probable que deux individus appartiennent a la méme

espece, suggérant une distribution plus équitable des especes.

2.5.6.2.3 Détermination de la béta diversité

La diversité béta est une mesure de la différence entre les communautés d'espéces dans différents
échantillons. En d'autres termes, elle permet de comparer la composition des especes entre plusieurs
groupes d'échantillons pour voir a quel point elles sont similaires ou différentes. Par exemple, si on
compare deux échantillons de microbiote fécal de chiens et qu'ils contiennent des bactéries tres
différentes, la diversité béta sera élevée. Si les communautés sont tres similaires, la diversité béta

sera faible.
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3 Résultats

3.1 Cohorte étudiée

Le microbiote fécal de 54 chiens a été analysé pour notre étude. Les groupes se composent comme
suit :

e 28 Yorkshire Terriers

e 15 Bergers Allemands

e 11 Bergers Australiens

Le détail de cette cohorte et de ses caractéristiques est présenté dans le tableau IV.

28 15 11
Sain Sain Sain
[2-3,9]-3 [1,7-4] -3 [1,9-3,9]-3
[3-4,5]-4 [3-4]-3,5 [3-4,4]-4
16/12 9/6 6/5
Protéines 25% Protéines 25% Protéines 25%
Graisses 17% Graisses 17% Graisses 17%
Cellulose 6,2 % Cellulose 6,2 % Cellulose 6,2 %
Fibres 1,8 % Fibres 1,8 % Fibres 1,8 %

Tableau 1V : Résumé des informations de la cohorte d'étude
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3.2 Analyse de la diversité
3.2.1 Diversité alpha

La comparaison de la diversité alpha chez les trois races de chiens étudiées est disponible dans la

figure 22.
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Figure 22 : Evaluation de la diversité alpha du microbiote intestinal de trois races de chiens : le Berger Allemand (rose), le Berger

Australien (bleu) et le Yorkshire Terrier (vert) ; ** = pValue < 0,01

Il existe une différence significative de diversité entre le microbiote fécal du Yorkshire Terrier et celui
du berger Australien.

La richesse, représentée par l'indice Observed, est significativement plus faible chez le Yorkshire
Terrier comparativement a la race témoin.

Les indices de Shannon et InvSimpson sont également plus faibles chez le Yorkshire Terrier que chez
le Berger Australien, indiquant que les différentes espéces bactériennes sont moins équitablement
représentées.

Les trois indices sont donc inférieurs dans la population de Yorkshire Terrier, ce qui traduit une
diversité microbiotique moindre dans ce groupe par rapport a la race témoin.
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3.2.2 Diversité béta

La diversité béta est représentée dans la figure 23.
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Figure 23 : Evaluation de la diversité béta du microbiote intestinal de trois races de chiens : le Berger Allemand (rose), le Berger

Australien (bleu) et le Yorkshire Terrier (vert)

Sur le graphique de diversité-B, chaque point représente un échantillon de microbiote intestinal d'un
individu et les ellipses montrent les intervalles de confiance pour les groupes. La diversité-p difféere
significativement entre les Yorkshire Terriers et les races de Bergers Allemand et Australien : les

chiens Yorkshire Terrier forment un groupe distinct comparativement aux deux autres races de chien.
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3.3 Analyse de la composition
3.3.1 ATl’échelle Phylum

A I'échelle de phylum, les Bacteroidetes, les Firmicutes et les Fusobactéries sont prépondérants chez

les 3 races étudiées (figure 24).

Berger Allemand Berger Australien Yorkshire

Actinobacteria
Bacteroidetes
Deferribacteres
Epsilonbacteraeota
Firmicutes
Fusobacteria
Proteobacteria
Tenericutes

Oa000@00

Figure 24 : Composition du microbiote a I'échelle de phylum de trois races de chiens : Berger Allemand, Berger Australien, Yorshire

Terrier

La proportion relative de ces trois phylums prépondérants est cependant variable entre nos trois
races. Le Berger Allemand montre une plus faible proportion des phylums Firmicutes et
Bacteroidetes, ainsi qu’une proportion plus élevée des Fusobacteria comparativement au Berger
Australien. Le Yorkshire Terrier présente une nette prédominance du phylum Bacteroidetes, une
augmentation plus modérée du phylum Fusobacteria, ainsi qu’une diminution marquée du phylum
Firmicutes par rapport aux Bergers Australiens.

La comparaison détaillée de la composition du microbiote intestinal des deux races de chiens

prédisposées aux EC par rapport a la race témoin est disponible dans le tableau V.

Tableau V : Proportion relative des différents phylums du microbiote intestinal de deux races prédisposées aux entéropathies chroniques

(Berger Allemand, Yorkshire Terrier) par rapport a la race témoin (Berger Australien)

Phylums Yorkshire Terrier Berger Allemand
Firmicutes Diminution Diminution
Fusobacteria Augmentation Augmentation
Augmentation Diminution
Diminution Diminution
Augmentation Augmentation
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3.3.2 Al’échelle Famille

Les figures 25, 26 et 27 présentent respectivement I'abondance relative des familles bactériennes

appartenant au phylum des Firmicutes, Bacteroidetes et Proteobacteria.
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Figure 25 : Abondance relative des différentes familles appartenant au phylum des Firmicutes chez trois races de chiens : le Berger

Allemand (rose), le Berger Australien (bleu) et le Yorkshire Terrier (vert). * pour p<0,05, ** pour p<0,01, *** pour p<0,001

Concernant le

les Enterococcaceae,

phylum des

les Peptococcaceae et

Firmicutes, les Christensenellaceae, les Erysipelotrichaceae,

les Peptostreptococcaceae sont significativement

moins abondantes chez le Yorkshire Terrier en comparaison aux deux autres races.

Bacteroidaceae

Abondance relative (%)

0
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Concernant le phylum des Bacteroidetes, la famille

des Bacteroidaceae est  significativement  augmentée chez

le Yorkshire Terrier par rapport aux deux autres races étudiées.

Cette  différence reflete  également une  abondance

plus importante du phylum Bacteroidetes chez cette race.

Figure 26 : : Abondance relative des Bacteroidaceaedes chez trois races de chiens : le Berger Allemand (rose), le Berger

Australien (bleu) et le Yorkshire Terrier (vert). ** pour p<0,01

74



Campylobacteraceae ] | Enterobacteriaceae
__ 04 8
X X
2 0.3 2 6
s s
[ [
- —
g 02 g 4 -
[ c
© o
'E 0.1+ 'g 24
o o
Q2 Kol
< <
0.0- 0-

Figure 27 : Abondance relative des familles appartenant aux Proteobacteria chez trois races de chiens :

le Berger Allemand (rose), le Berger Australien (bleu) et le Yorkshire Terrier (vert). * pour p<0,05, *** pour p<0,001

Les différentes familles appartenant aux Proteobacteria montrent des abondances relatives

variables. La famille des Campylobacteraceae voit son abondance augmentée chez le Yorkshire

Terrier alors que les Enterobacteriaceae sont diminuées par rapport aux deux autres races étudiées.

3.3.3 Al’échelle Genre

Les résultats de I'abondance relative des 10 genres bactériens sélectionnés sont disponibles dans les

figures 28, 29 et 30.
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Figure 28 : Abondance relative des différents genres appartenant au phylum Firmicutes et composant le microbiote intestinal
de trois races de chiens : le Berger Allemand (rose), le Berger Australien (bleu) et le Yorkshire Terrier (vert).
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Concernant le phylum des Firmicutes, les genres Butyricicoccus, Christensenellaceae R-7,
Enterococcus, Eubacterium nodatum, Petptococcus, Peptostreptococcus et Ruminococcus torques
montrent une plus faible abondance, alors que le genre Faecalibacterium montre une abondance

supérieure chez le Yorkshire Terrier comparativement aux deux autres races étudiées.
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Figure 29 : Abondance relative du genre Bacteroides (A) et Fusobacterium (B) chez trois races de chiens : le Berger Allemand

(rose), le Berger Australien (bleu) et le Yorkshire Terrier (vert). * pour p<0,05, ** pour p<0,01

Concernant le phylum des Bacteroidetes, le Yorkshire Terrier possede une plus forte abondance du
genre Bacteroides comparativement aux deux autres races étudiées.

Dans le phylum des Fusobacteria, le genre Fusobacterium présente une abondance supérieure chez
le Yorshire Terrier par rapport aux deux autres races étudiées.

Les différences de composition microbienne entre nos trois races se retrouvent donc a toutes les
échelles étudiées.
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4 Discussion

Notre travail a été fondé sur I'hypothese que le microbiote intestinal d'une race de chien sujette aux
entéropathies chroniques pourrait différer de celui des races non prédisposées. Une des premieres
études a axer son travail sur I'influence de la race sur le microbiote intestinal du chien est une étude
de 2019 menée sur trois races de chiens de petit format : le schnauzer nain, le bichon maltais et le
caniche). Les chiens, tous élevés dans les mémes conditions, ont présenté des variations significatives
de composition de leur microbiote selon la race. Aucune de ces races de chiens n’est documentée
comme étant prédisposée aux entéropathies chroniques, mais cette étude souligne l'influence de la
génétique sur la composition de la microflore fécale (Reddy et al. 2019).

4.1 Intérét et limite du protocole utilisé
4.1.1 Constitution de la cohorte
4.1.1.1 Populations d’étude

Le Berger Allemand et le Yorkshire Terrier ont été sélectionnés du fait de leur prédisposition aux
entéropathies chroniques. Les critéres d'inclusion imposés pour la récolte des feces ont délibérément
été peu restrictifs afin de permettre I'inclusion du plus grand nombre de chiens possible, avec un
objectif minimal de 100 prélévements pour chaque race de chien afin d’obtenir une représentation
significative des races sélectionnées. Nous avons finalement rassemblé environ 400 chiens, toutes
races confondues. Une sélection a ensuite été menée parmi cette cohorte pour minimiser I'influence
de facteurs confondants tels que I'age, I'alimentation, le parasitisme et I'état de santé. Nous n’avons
pas réussi a inclure I’environnement de I'animal dans les critéres de sélection (zone urbaine/rurale...).
Nous sommes parvenus a former une cohorte homogene de 54 chiens pour notre étude. Nous avons
pu rassembler un effectif plus élevé de Yorkshire Terrier (N = 28) comparativement aux Bergers
Allemands (N=15) et Australiens (N= 11). Cette différence pourrait avoir un impact sur nos résultats.
Les prélevements de la cohorte globale étant conservés en congélation a -80°C, des analyses

pourront étre menées sur d’autres animaux dans les années a venir.

Le statut "sain" des animaux a été déterminé sur la base des déclarations des propriétaires ou des
éleveurs, introduisant ainsi un certain degré de subjectivité. La perception de |'état de santé peut
notamment varier selon les détenteurs. De plus, aucun suivi clinique n'a été réalisé chez ces chiens
pour évaluer I'apparition éventuelle d’affections, en particulier d'entéropathies chroniques, a court

ou moyen terme.
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4.1.1.2 Population témoin

Le Berger Australien étant la race la plus inscrite au LOF en 2018, la collecte de feces de chiens
appartenant a cette race témoin était plus aisée. Une plus grande variabilité épidémiologique et
alimentaire a été constatée chez cette race, expliquant la sélection d’un plus faible nombre
d’individus. L’effectif final utilisé, ne ciblant que des chiens avec un profil similaire a celui recherché
pour I’étude, n’est donc que de 11 chiens. Ce faible effectif pourrait étre un parametre a améliorer
pour de futures études.

La seule race de chien témoin utilisée dans notre travail est de grand format, plus semblable au
format du Berger Allemand qu’au format du Yorkshire Terrier. Bien que I'impact du format sur la
composition du microbiote intestinal ne soit pas encore documenté, nous ne pouvons pas exclure

gue cette variable constitue un biais.

4.1.2 Techniques de prélevement et de conservation

Dans cette étude, nous avons choisi d'analyser le microbiote intestinal a partir d'échantillons de
selles. Ce choix s'explique par le fait que la plupart des recherches sur le microbiote intestinal canin
et les dysbioses liées aux entéropathies chroniques utilisent des échantillons fécaux, facilitant ainsi
la comparaison avec les données existantes. Par ailleurs, nos sujets étant des animaux en bonne
santé, il n’était pas éthiquement justifiable de prélever des biopsies intestinales.

Les prélevements ont été effectués suivant un protocole rigoureusement standardisé : pour tous les
cas sélectionnés, les échantillons ont été recueillis au moment de I'émission spontanée des selles,
placés immédiatement en conditions anaérobies, puis stockés en congélation a -80°C. Cette
procédure vise a préserver les bactéries présentes en stoppant I'évolution du microbiote, assurant
ainsi un bon compromis entre une collecte a grande échelle et la représentation fidele du microbiote
colique.

La technique de stockage et de conservation de selles en congélation a -80°C est choisie dans la
plupart des études menées sur le microbiote fécal (G. Rossi et al. 2014; Minamoto et al. 2015). Bien
gue l'utilisation de tampons spécifiques ait démontré de meilleures performances de conservation
(Horng et al. 2018), la congélation a -80°C reste |'une des méthodes offrant les meilleurs résultats
pour la préservation des échantillons a court et long terme (Li et al. 2023; Carroll et al. 2012).

Ces parametres sont difficilement quantifiables mais pourraient étre responsables de biais dans les

résultats obtenus.

4.1.3 Méthode d’analyse : séquencage de ’ARN 16s

L'utilisation de la technique de séquengage de I'ARN 16S est courante dans les études sur le

microbiote intestinal chez les chiens, car elle permet d'identifier et de caractériser une large gamme
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de bactéries présentes dans un échantillon en ciblant une région conservée de I'ARN ribosomal 16S,
tout en capturant les variations spécifiques entre différentes especes bactériennes. Cependant, cette
méthode présente certaines limites et biais qui doivent étre pris en compte. Elle offre une résolution
limitée, souvent insuffisante pour différencier les espéces proches phylogénétiquement, et les
résultats peuvent varier en fonction des régions hypervariables choisies pour I'amplification. Par
exemple, les régions hypervariables sélectionnées dans notre étude, a savoir V3-V4, ne sont pas
celles couramment utilisées dans la majorité des recherches sur le microbiote canin. La plupart des
recherches se conforment aux recommandations du "Research and Testing Laboratory" a Lubbock,
TX, USA, qui privilégient les régions V1-V3. L'impact d’un tel choix reste peu ou pas documenté.

4.2 Interprétation des résultats

Dans I'étude actuelle, nous avons conclu que les trois races de chiens étaient en bonne santé car ils
ne présentaient aucun signe clinique et possédaient un score fécal ainsi qu’un indice de condition
corporel jugés satisfaisants. L'age, le régime alimentaire et le traitement antiparasitaire étaient
homogénéisés entre les trois races. Par conséquent, les variations de microbiote fécal identifiées
entre les races étudiées ont été attribuées a des facteurs génétiques prioritairement, bien que
d’autres facteurs environnementaux ne puissent étre rigoureusement exclus.

Des différences dans la composition du microbiote fécal se sont avérées significatives chez le
Yorkshire Terrier comparativement au Berger Australien, mais ne se sont pas révélées pour le Berger
Allemand pourtant tres représenté dans les cas d’EC. Ces résultats, bien que statistiquement
significatifs, pourraient étre influencés par la comparaison de trois races présentant des

morphologies distinctes.

4.2.1 Réduction de la diversité alpha

Nous avons montré que la diversité alpha chez les Yorkshire Terriers sains est plus faible que chez les
Bergers Australiens. Une diminution de la richesse bactérienne est rapportée chez la plupart des
chiens souffrant d'entéropathies chroniques, toutes races confondues (Xenoulis et al. 2008; Craven
et al. 2009; Minamoto et al. 2015). Nous pouvons donc supposer qu'une altération de la diversité
microbienne, méme en |'absence d’affection digestive apparente, pourrait perturber la régulation de
I'homéostasie intestinale chez le Yorkshire Terrier prédisposé aux entéropathies avec perte de
protéines.

Cette réduction de diversité pourrait nous laisser supposer que certains phyla ou certaines familles
se développent plus abondamment au détriment des bactéries environnantes, qu’elles soient

bénéfiques ou non.
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4.2.2 Composition

Dans I'analyse du gene de ’ARNr 16S des trois races de chiens de notre étude, les phyla dominants
étaient les Firmicutes, les Bacteroidetes et les Fusobactéries, comprenant plus de 90 % des séquences
totales. Les autres embranchements abondants étaient les protéobactéries et les actinobactéries
notamment. Ces données sont cohérentes avec de précédentes études montrant ces 3 premiers
phyla comme les plus abondants, méme s'il existait des variations épidémiologiques (age, bagage
génétique), de conditions environnementales (régime alimentaire, environnement d'élevage) et de
statut de santé (J. S. Suchodolski et al. 2008; Hooda et al. 2012).

4.2.2.1 Rapport Firmicutes/Bacteroidetes

L'analyse de nos résultats révele une diminution significative de I'abondance relative des Firmicutes
chez le Yorkshire Terrier en comparaison au groupe témoin. En se référant aux données de la
littérature, les Firmicutes sont généralement rapportés comme étant le phylum prédominant, avec
des proportions variant entre 15 % et 95 %, mais le plus souvent situées autour de 50 % (Xenoulis et
al. 2008; Panasevich et al. 2015; Kerr et al. 2013).Les valeurs observées dans notre étude placent
ainsi le Yorkshire Terrier dans les fourchettes basses de ces références. Certaines familles et genres
de bactéries ont fait I'objet d'études approfondies chez les chiens atteints d'entéropathie chronique,
notamment les Clostridiales, dont le r6le dans le maintien de la santé intestinale est bien documenté.
Plusieurs études ont signalé une réduction significative de cet ordre bactérien chez les individus
souffrant d'entéropathie chronique (Suchodolski et al. 2010; Jergens et al. 2010; Minamoto et al.
2015). Chez les Yorkshire Terriers, une diminution marquée a été observée dans I'abondance des
familles Christensenellaceae, Peptococcaceae et Peptostreptococcaceae, appartenant a l'ordre des
Clostridiales. Ces bactéries jouent un réle crucial dans la production des acides gras a chaine courte
(AGCC) et la régulation des acides biliaires. De plus, certains genres, tels que Butyricicocrcus et
Ruminococcus torques, regroupant des bactéries productrices de butyrate, un AGCC essentiel pour
la santé intestinale, présentent également une abondance significativement plus basse (Chang et al.
2020). Ainsi, une diminution de cet ensemble bactérien pourrait contribuer a un environnement
intestinal pro-inflammatoire, favorisant le développement d’EC.

Feacalibacterium est un genre bactérien fréquemment mentionné dans la littérature en tant
gu'indicateur de la santé intestinale. L'abondance de Feacalibacterium tend a diminuer dans les
contextes d'inflammation chronique chez le chien (Giacomo Rossi et al. 2014; Panasevich et al. 2015).
Cependant, chez le Yorkshire Terrier, ce genre présente une abondance supérieure a celle observée
dans notre race témoin.

Ainsi, bien que le Yorkshire Terrier montre certaines altérations du microbiote intestinal couramment

associées aux chiens atteints d'EC, ces modifications ne sont pas parfaitement identiques. Ces
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différences pourraient étre expliquées notamment par des différences méthodologiques entre les

différentes études proposées actuellement.

Nous avons également observé une augmentation du phylum Bacteroidetes chez les Yorkshire
Terriers par rapport au groupe témoin. L'évolution de ce phylum en cas d'entéropathie chronique
n'est pas uniformément décrite dans la littérature, bien que la plupart des études rapportent
généralement une réduction de son abondance chez le chien (Suchodolski, Markel, et al. 2012),
(Honneffer et al. 2014). Certaines recherches se sont intéressées a ['évolution du ratio
Firmicutes/Bacteroidetes ((Sokol et al. 2009), (AlShawaqgfeh et al. 2017), (Mariat et al. 2009)). Il
apparait que ce rapport tend a diminuer en cas d'entéropathie inflammatoire chronique, ce qui est

cohérent avec les résultats obtenus dans notre étude.

4.2.2.2 Augmentation balancée des protéobactéries

Plusieurs études ont rapporté une augmentation du phylum Proteobacteria dans les cas
d'entéropathie chronique chez le chien ((Suchodolski et al. 2010), (Suchodolski, Dowd, et al. 2012;
AlShawaqfeh et al. 2017)). Dans notre étude, bien que cette augmentation soit moins prononcée a
I'échelle du phylum, elle se manifeste par une hausse marquée des Campylobacteraceae chez les
Yorkshire Terriers. Parallelement, nous avons observé une diminution des Enterobacteriaceae, une
famille qui inclut le genre Escherichia coli. De maniére intéressante, E. coli est I'une des rares
bactéries directement impliquées dans certaines affections digestives inflammatoires chroniques,

telles que la colite ulcéreuse chez le Boxer ((Craven et al. 2011),(Tanaka et al. 2003)).

4.3 Perspectives

Certaines études ont proposé de synthétiser les variables microbiologiques associées aux
entéropathies chroniques sous la forme d'un indice de dysbiose (AlShawagfeh et al. 2017),(Vazquez-
Baeza et al. 2016). Cet indice prend en compte a la fois la diversité bactérienne et I'abondance relative
d'espéces bactériennes clés, permettant ainsi de déterminer des valeurs seuils pour définir un état
de dysbiose. Notre étude a révélé que les variations en abondance des différents phylums ou familles
bactériennes sont souvent complexes, et l'utilisation d'un outil simplifiant excessivement ces
variations pourrait conduire a des interprétations erronées. Ces résultats suggerent que la seule
analyse taxonomique ne suffit pas a expliquer les déséquilibres du microbiote. De plus, une
modification de la composition microbienne ne se traduit pas nécessairement par une altération de
ses fonctions. Il est donc crucial d'accompagner cette approche d'une analyse fonctionnelle
approfondie des métabolites produits par le microbiote. En effet, des métabolites clés, tels que les
acides gras a chaine courte (AGCC), les acides biliaires, le tryptophane et I'activité protéolytique,

jouent un role important dans la caractérisation de la santé intestinale, comme le démontrent
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plusieurs études (Minamoto et al. 2015; Smith et al. 2013; Xu et al. 2014; Lavelle, Sokol 2020). Une
analyse métabolomique complémentaire est donc nécessaire pour mieux comprendre les

mécanismes sous-jacents aux entéropathies et affiner le diagnostic.

Notre travail suggere que la composition du microbiote intestinal varie en fonction de la race, bien
gue le biais potentiel du format des chiens étudiés ne puisse étre levé sans introduire une seconde

race témoin de format similaire au Yorkshire Terrier.
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Conclusion

Dans cette étude, nous avons comparé la composition du microbiote fécal chez des chiens
apparemment sains appartenant a trois races préalablement sélectionnées : la race Berger Allemand
prédisposée aux entéropathies inflammatoires chroniques, la race Yorkshire Terrier prédisposée aux
entéropathies avec perte de protéines, et la race Berger Australien constituant la population témoin
sans prédisposition documentée pour une affection digestive chronique. Nos résultats ont révélé
qu’il existe des différences dans la composition du microbiote fécal entre ces trois races de chiens.
Nous avons tout particulierement montré que la race Yorkshire Terrier présente une plus faible
diversité et une plus faible richesse microbienne par rapport a la race témoin. L’analyse plus fine des
communautés bactériennes a également révélé une déplétion en espéces bactériennes connues pour
leur possible réle anti-inflammatoire telles que les Ruminococcus, les Butyricicoccus ou les
Christensenellaceae appartenant au phylum des Firmicutes ainsi qu’une augmentation de certaines
classes de protéobactéries mises en causes dans les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin
chez I'humain et le chien telles que les Campylobacteraceae par exemple. Bien que ces profils de
microbiote fécal ne s’accompagnent pas de signes cliniques visibles au sein de cette population de
Yorkshire Terriers, ils pourraient contribuer a une perturbation de I'intégrité de I'épithélium intestinal

et prédisposer au développement d'entéropathies chroniques chez cette race.

Ce travail de description constitue une premiere approche pour explorer I'implication des facteurs
génétiques dans les variations du microbiote intestinal, susceptibles de contribuer au
développement d'entéropathies chroniques chez le chien. Un changement dans les populations
microbiennes peut entrainer ou non des altérations métaboliques, concernant notamment la
production d’acides gras a chaine courte, le métabolisme des acides biliaires et du tryptophane, ou
encore |'activité protéolytique. Les travaux futurs devront approfondir les résultats obtenus en
explorant les aspects fonctionnels de ces profils microbiens afin de mieux comprendre le r6le du
microbiote intestinal dans la genése et I'entretien des entéropathies chroniques chez le chien,
ouvrant ainsi la voie a des stratégies thérapeutiques ciblées. L'exploitation de résultats issus d’une
cohorte constituée d’un plus grand nombre d’individus dans chaque race, et I'introduction d’une race
témoin de petit format (similaire au Yorkshire Terrier) permettra de conforter ces données

préliminaires.
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Annexes

Annexe 1 : Classification taxonomique des principales bactéries retrouvées dans le microbiote intestinal de

chien

Classe

ETE

Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Clostridium
Ruminococcaceae Ruminococcus
Faecalibacterium
Eubacteraceae Eubacterium
Bacilli Lactobacilliales Lactobacillaceae Lactbacillus
Streptococcaceae Streptococcus
Enterococcus
Erisiphelotrichia Erisophelotrichales | Erysiphelotrichaceae Turicibacter
Catenibacterium
Coprobacillus
Allobaculum
Negativicutes Selenomonadales Selenomonadaceae Megamonas
Veillonellales Veillonellaceae Dialister
Megasphaera
Veillonella
Protéobactéria | Gammaproteobacteria | Enterobacteriales Enterobacteraceae Escherichia
Shigella

Pseudomonales

Moraxellaceae

Acinetobacter

Psychrobacter

Pseudomonaceae Pseudomonas

Epsilonproteobacteria | Campilobacterales | Campylobacteraceae Campylobacter
Helicobacteraceae Helicobacter

Fusobacteria

Fusobacteriia

Fusobacteriales

Fusobacteriacea

Fusobacterium

Bacteroidetes

Bacteroidia

Bacteroidales

Prevotellaceae

Prevotella

Bacteroidaceae

Bacteroidaceae

Actinobacteria

Actinobacteria

Bifidobacteriales

Bifidobacteriaceae

Bifidobacterium

Coriobacteriia Coriobacteriales Coriobacteriaceae Collinsella
Atopobiaceae Olsenella
Eggerthellales Eggerthellaceae Slackia
Eggerthella
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Annexe 2 : Questionnaire de demande de renseignements sur les chiens prélevés

s o
° a
Ecole Nationale Nantes Atlantique

e faesimamerraiefiner= - QUESTIONNAIRE INDIVIDUEL
Collecte Microbiote Fécal

Nom propriétaire/Animal : .......................
Espéce : chien / chat

Date de prélevement : .......................
Heure de défécation : ........................
Heure de congélation a -20°C: ..................

Jour et heure de congélation a -80°C :

INFORMATIONS SUR LA COLLECTIVITE

1. Lieu géographique (département/ville) :

2. Nombre de congénéres en contact avec le donneur : ...

3. Nombre d’animaux d’autres espéces (chiens, rongeurs, herbivores, oiseaux...) : ...
Préciser: .....cccovviiiiiiiii,

4. Type d’hébergement : maison avec jardin appartement

5. Votre chien/chat a-t-il accés a I'extérieur ?
6. Chasse-t-il ?
7

Maladies d’élevage (passées ou en cours de gestion) ? ......

INFORMATIONS SUR L’ANIMAL PRELEVE

1. Informations générales

Race: ...

Sexe : ...

Stérilisé : Oui Non

Date de naissance (minimum 6 mois) : ...

Date d’acquisition : ...

2. Alimentation

a. Quelle ration ?
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- Croquettes, préciser la(les) marque(s) et quantités : ..............ccceeviiiinnnn.n.
- Patée, préciser la(les) marques(s) etquantités : .............coooeiiiiiiiiiiin.
- Alimentation ménageére, préciser laformule : ........................c..l.
- Restes derepas, préciserlanature : ................oooiiiiiiiiiiinn.

- Friandises pour chiens, préciser: ..........ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaeen,

b. Nombre de repas par jour (1/2/3/4/+7) : .....c.coeveeuennee.
A quel(s) moment(s) de la journée ? ....................
Recoit-il cette alimentation depuis plus de 6 mois ? Oui Non
Si non, préciser I'alimentation précédente et la date du changement :

e. Tendance a manger des proies ? Oui Non
Préciser : .....

3. Habitudes de vie

a. Voyages en France ou a I'étranger au cours de sa vie ? Oui Non
Préciser la destination, la date et la durée du séjour: ...........coiiiiiiiiiiiiiiiiien

b. Participation a des concours : Oui Non Fréquence: .........
c. Est-ce que vous fumez ?

d. Zone de défécation :
i. Extérieur Intérieur
ii. Zone personnelle Zone partagée avec d’autres animaux
iii. Chats : Pas de litiere  Litiére agglomérante Litiere minérale
Litiére végétale Autre litiere, précisez : ....

4. Santé

a. Antécédents de maladies’ ?
- Respiratoires

- Cardiovasculaires

- Cutané (allergies, teigne...)

- Hormonaux (diabéte, Cushing...)

- Neurologiques

- Orthopédiques (fracture, boiterie...)
- Immunitaires

* + = 3 disposition toute la journée
T Pour chacun d'eux, préciser de quelle affection il s’agissait le plus précisément possible, la date et la durée de I'épisode, le
nombre d'épisodes s'il y a eu des récidives, les traitements donnés et la réponse aux traitements
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- Hépatiques

- Pancréatiques

- Rénaux ou urinaires

- Reproducteurs (mauvaise fertilité, avortements...)
- Digestifs (diarrhée, vomissements, constipation...)
- Oculaires

- Auriculaires

- Dentaires

b. Antécédents d’anesthésie < 6 mois (opération, stérilisation, détartrage, ...) ?
Oui Non Préciser la nature et la date de l'intervention : ........

c. Au cours de sa vie, votre animal a-t-il regu* :

e Des vaccins (Valences et date) ?

e Des antibiotiques (Nom et date) ?

e Des antiparasitaires externes (Nom et date) ?

e Des antiparasitaires internes (Nom et date) ?

e Tout autre traitement par voie orale (Nom et date) ?

d. Note d’état corporel ce jour (Annexe 1) :
e. Score fécal ce jour (Annexe 2) :

¥ Pour chacun d’eux, préciser le nom du produit, la date ou la fréquence d’administration, la durée de la cure
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AL VET
S fn,

WSAVA

Global Nutrition
Committee

UNDER IDEAL

0 Ribs, lumbar vertebrae, pelvic bones and all bony
prominences evident from a distance. No discernible
body fat. Obvious loss of muscle mass.

e Ribs, lumbar vertebrae and pelvic bones easily visible.
No palpable fat. Some evidence of other bony prominences.
Minimal loss of muscle mass.

9 Ribs easily palpated and may be visible with no palpable
fat. Tops of lumbar vertebrae visible. Pelvic bones becoming
prominent. Obvious waist and abdominal tuck.

German A, etal. C ison of a bioif monitor with dual gy X-ray { y for

estimation of percentage body fat in dogs. AJVR 2010,71:393-398.

Jeusette |, et al. Effect of breed on body composition and comparison between various methods to estimate body
ccomposition in dogs. Res Vet Sci 2010;88:227-232.

Kealy RD, et al. Effects of diet restriction on life span and age-related changes in dogs. JAVMA 2002;220:1315-1320.
Laflamme DP. Development and validation of a body condition score system for dogs. Canine Pract 1997;22:10-15.
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Annexe 3 : Echelle de note d'état corporel utilisée (échelle WSAVA)

IDEAL

@ Ribs easily palpable, with
minimal fat covering. Waist
easily noted, viewed from
above. Abdominal tuck
evident.

Ribs palpable without excess
fat covering. Waist observed
behind ribs when viewed from
above. Abdomen tucked up

when viewed from side.

OVER IDEAL

6 Ribs palpable with slight excess fat covering. Waist is discernible
viewed from above but is not prominent. Abdominal tuck
apparent.

0 Ribs palpable with difficulty; heavy fat cover. Noticeable fat
deposits over lumbar area and base of tail. Waist absent or
barely visible. Abdominal tuck may be present.

Q Ribs not palpable under very heavy fat cover, or palpable only
with significant pressure. Heavy fat deposits over lumbar area
and base of tail. Waist absent. No abdominal tuck. Obvious

abdominal distention may be present. l
‘ wsava.org

© Massive fat deposits over thorax, spine and
base of tail. Waist and abdominal tuck absent.
Fat deposits on neck and limbs.
Obvious abdominal distention.




Annexe 4 : Echelle de score fécal utilisée (échelle PURINA Proplan)

ESPURINA
PROPILAN

Fecal Scoring Chart VETERINARY

DIETS

SCORE SPECIMEN EXAMPLE CHARACTERISTICS

‘ -+ Very hard and dry

Often expelled as individual pellets
- Requires much effort to expel from body
-+ Leaves no residue on ground when picked up

- Firm, but not hard, pliable
- Segmented in appearance
- Little or no residue on ground when picked up

IDEAL

- Log shaped, moist surface

- Little or no visible segmentation

- Leaves residue on ground, but holds form
when picked up

o

- Very moist and soggy

- Log shaped

- Leaves residue on ground and loses form
when picked up

- .

- Very moist but has a distinct shape

- Present in piles rather than logs

- Leaves residue on ground and loses form
when picked up

- Has texture, but no defined shape
- Present as piles or spots
- Leaves residue on ground when picked up

N

- Watery
- No texture
- Present in flat puddles
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Influence de la race sur la composition du microbiote

fécal chez le chien
Influence of the breed on the composition of the canine fecal
microbiota

Thése d’Etat de Doctorat Vétérinaire : Nantes, le 21/10/2024

RESUME

Le nombre de données suggérant I’implication du microbiote intestinal dans les affections
digestives du chien ne cesse de croitre. Notamment, une altération de la microflore
intestinale, appelée dysbiose, est fréquemment observée dans les cas d’entéropathie
inflammatoire chronique. L’étude de ces modifications pathologiques pourrait conduire au
développement de nouvelles stratégies diagnostiques et thérapeutiques. Toutefois, en amont
de ces recherches, les variations physiologiques du microbiote intestinal chez le chien
requierent une caractérisation exhaustive.

La prédisposition de certaines races aux entéropathies inflammatoires chroniques interroge
sur de possibles variations physiologiques de la composition du microbiote intestinal, avec
un support génétique sous-jacent. Dans cette étude, nous nous sommes donc proposés de
comparer la composition du microbiote fécal chez des chiens apparemment sains appartenant
a la race Berger Allemand, prédisposée aux entéropathies inflammatoires chroniques, a la
race Yorkshire Terrier, prédisposée aux entéropathies avec perte de protéines, et a la race
Berger Australien, utilisée comme témoin sans prédisposition a une affection digestive.

Notre travail a révélé une différence significative dans la composition du microbiote fécal
entre le Yorkshire Terrier et les deux autres races. Ces variations se traduisent a la fois par
une réduction de la diversité bactérienne et par des changements profonds dans la répartition
des différents phyla bactériens.

Des recherches supplémentaires, intégrant I’étude des activités métaboliques des bactéries du
microbiote intestinal, sont toutefois nécessaires pour mieux comprendre I’implication de ces
altérations dans la pathogénie des entéropathies inflammatoires chroniques.

MOTS CLES :
Microbiote intestinal, race, métagénomique, entéropathie inflammatoire chronique,
Yorkshire Terrier, Berger Allemand, Berger Australien
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