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Introduction

Les entéropathies inflammatoires chroniques (EIC) représentent un groupe hétérogene de maladies
gastro-intestinales qui affectent les chiens. Ces pathologies se caractérisent par une inflammation
persistante de la muqueuse intestinale, souvent associée a des symptémes digestifs tels que diarrhée,
vomissements, perte de poids, et douleurs abdominales, évoluant depuis au moins trois semaines
(Dandrieux 2016). La cause exacte de I’inflammation reste souvent indéterminée, bien que des facteurs
génetiques, environnementaux, et immunologiques soient supposés jouer un réle clé dans son
développement. L'une des hypothéses centrales dans la compréhension des EIC repose sur l'idée
qu'elles sont causées par un déséquilibre du microbiote intestinal, également connu sous le nom de
dysbiose. Ce déséquilibre peut perturber I'homéostasie intestinale, rompant ainsi la synergie entre les
composants du microbiote et I’hote aboutissant & une réponse immunitaire anormale et une
inflammation chronique.

La connaissance de la classification des EIC chez le chien est essentielle pour élaborer des stratégies
thérapeutiques appropriées et améliorer le pronostic de ces animaux. Les EIC sont ainsi réparties en
EIC répondant au changement alimentaire (FRE), en EIC répondant a la modulation du microbiote
(MrMRE), en EIC répondant aux immunomodulateurs (IRE) et en EIC réfractaires (NRE) (Dupouy-
Manescau et al. 2024). Une derniére catégorie qui peut étre concomitante aux précédentes est I’EIC
avec perte de protéines (PLE), dont le pronostic est généralement moins favorable.

Parmi les diverses formes d’EIC, les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI)
représentent une catégorie significative. Les MICI chez le chien incluent les IRE et les NRE. Ces
affections sont aussi caractérisées par une inflammation chronique et récurrente du tractus gastro-
intestinal, ayant un impact profond sur la qualité de vie des animaux affectés. Comme pour d'autres
EIC, les MICI sont étroitement associées a une dysbiose et une inflammation intestinale. Le diagnostic
des MICI repose sur une combinaison de signes cliniques, d'examens endoscopiques, et d'analyses
histopathologiques. Les options thérapeutiques actuelles, qui incluent les immunosuppresseurs et les
anti-inflammatoires, peuvent étre efficaces mais ne garantissent pas toujours une rémission compléte
et durable. D’autres options thérapeutiques sont donc actuellement a 1’ étude pour pouvoir offrir a terme
une solution durable et efficace pour les chiens atteints de MICI.

Dans ce contexte, la transplantation de microbiote fécal (TMF) emerge comme un traitement novateur
et prometteur pour les chiens atteints d’EIC et particulierement de MICI. Cette approche repose sur
I'introduction de matériel fécal en provenance d’un animal sain dans le tractus gastro-intestinal du
patient, dans le but de restaurer 1’équilibre du microbiote intestinal, de retrouver une synergie entre les
différents acteurs du microbiote et I’hdte pour ainsi réduire I'inflammation intestinale. Bien que des
résultats prometteurs soient observés chez I’humain, la variabilité des réponses cliniques suggere que
des facteurs pourraient influencer la réussite ou I'échec de la TMF. Par conséquent, I'identification des
modifications fonctionnelles du microbiote est cruciale pour comprendre les mécanismes qui
conditionnent la réussite de la TMF et optimiser les protocoles de traitement.

Cette these vise donc a explorer 1’évolution de certains facteurs fonctionnels déséquilibrés lors d’EIC
apres réalisation d’une TMF.

Pour cela, une analyse rétrospective est menée sur les données cliniques des chiens atteints d’EIC et

pris en charge par une TMF. Ainsi que sur des études renseignant sur I’activité fonctionnelle du
microbiote avant et apres la réalisation d’une TMF chez des chiens atteints d’EIC.
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Ce travail est divisé en deux parties :

1) Une premiere section, bibliographique, détaille les différentes EIC chez le chien ainsi que leur
traitement, présente le microbiote intestinal du chien sain et du chien atteint d’EIC et effectue
un état des lieux de nos connaissance sur la TMF chez le chien.

2) Une deuxiéme section, expérimentale, expose les résultats obtenus sur les plans cliniques et
fonctionnels du microbiote avant et apres la réalisation d’une TMF chez des chiens atteints
d’EIC.
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1 Les entéropathies inflammatoires chroniques chez le chien

1.1 Définition

Les EIC sont définies comme une inflammation persistante de la muqueuse intestinale, souvent
associée a des signes cliniques digestifs tels que diarrhée, vomissements, perte de poids, et douleurs
abdominales, évoluant depuis au moins trois semaines. Elles se retrouvent chez des individus
prédisposés genetiquement suite a une interaction complexe entre 1’alimentation, le microbiote
intestinal et ses composants, et les facteurs environnementaux (Dandrieux 2016). Une maladie
multifactorielle qui résulte d’une réponse immunitaire chronique (Hernandez et al. 2021), d’une
augmentation de la perméabilité intestinale (Kobayashi et al. 2007) et d’une altération de la
composition et des fonctions du microbiote. Cela est lié & une dysbiose et une rupture de la synergie
des acteurs du tractus intestinal (Pilla, Suchodolski 2020). La prévalence des EIC reste inconnue mais
s’¢éléverait a 1 a 2% des consultations dans les cliniques référées (Dandrieux 2016). Par ailleurs, 20 a
30% des consultations générales sont liées a des vomissements et/ou de la diarrhée (O Neill et al.
2014).

1.2 La classification des entéropathies inflammatoires chroniques du
chien

Différentes classifications sont proposées et reposent sur la réponse au traitement. La meilleure
compréhension de ces maladies vise a faire émerger de nouveaux traitements, ainsi la classification est
régulierement rediscutée.

1.2.1 Les entéropathies inflammatoires chroniques répondant aux changements
alimentaires

Entre 50 et 65% des chiens atteints d’EIC répondent favorablement au changement alimentaire. Ainsi
I'alimentation est la thérapie de premiére ligne lorsqu'un chien est présenté pour une suspicion d’EIC.
Les études sur les FRE, montrent principalement des chiens jeunes, ou du moins plus jeunes que ceux
atteints d’EIC nécessitant des immunosuppresseurs, avec une atteinte principalement localisée au
cblon (Allenspach et al. 2007).

Aucun consensus sur 1’alimentation la plus efficace sur ce type d’atteinte n’a été proposé€, et les
différentes options possibles sont détaillées dans la partie traitement des FRE 1.7.1.

1.2.2  Une nouvelle classification proposée, les entéropathies inflammatoires
chroniques répondant a la modulation du microbiote

Avec une meilleure compréhension du microbiote, 1’utilisation des antibiotiques auparavant proposée
est parfois remise en question au profit des autres méthodes de modulation du microbiote. D’une part,
I'usage des antibiotiques peut avoir des effets néfastes, telle que la perte de diversité microbienne qui
peut étre délétére lors de tentatives de correction d'un état de dysbiose (Igarashi et al. 2014; Pilla et al.
2020). D’autre part, cette remise en question s’inscrit dans la démarche des plans nationaux Eco-
antibios, visant a réduire I’'usage des antibiotiques dans un contexte d’antibiorésistance grandissant.
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Une étude a montré que 54% des Clostridium perfringuens isolés chez des chiens souffrant d’une
diarrhée aigué présentaient une sensibilité réduite au métronidazole, y compris des chiens qui n’en ont
jamais recu. Cela suggére donc que la résistance peut se transmettre d’un individu a ’autre (Orden et
al. 2017), et que les chiens peuvent étre pergus comme un réservoir potentiel de bactéries résistantes
(Gobeli et al. 2012).

Cette nouvelle conception plus large peut intégrer les EIC répondant aux prébiotiques, probiotiques,
postbiotiques ou encore a la TMF, ces différents termes seront détaillés dans la partie 1.7.2. Cependant,
la frontiere entre FRE et MrMRE est floue. Comme nous le verrons par la suite, certains changements
alimentaires peuvent moduler le microbiote ou user d’un autre mécanisme qu’il soit immunitaire ou
non (Dupouy-Manescau et al. 2024). De plus, il n’existe pas de critere fiable pour catégoriser une EIC
comme MrMRE si ce n’est de constater une réponse clinique imputable a une action de modulation du
microbiote intestinal.

1.2.3 Les entéropathies inflammatoires chroniques répondant aux
immunosuppresseurs

Pour des chiens qui n’ont répondu ni aux différents essais de changement alimentaire ni aux tentatives
de modulation du microbiote, les immunosuppresseurs apparaissent comme une option thérapeutique
pertinente (Jergens, Heilmann 2022). Cependant, avant d’initier un traitement immunosuppresseur, il
est essentiel de confirmer la présence d’une infiltration inflammatoire de la muqueuse digestive et
d’écarter un processus tumoral diffus. A cette fin, une endoscopie effectuée par voie haute et basse est
nécessaire pour réaliser des biopsies étagées du tractus digestif. Les résultats histologiques visent a
confirmer la présence de lésions inflammatoires et a écarter une infiltration tumorale. Les lésions
observées lors de MICI sont détaillées dans le Tableau 1. Par la suite, les chiens qui répondent au
traitement immunosuppresseur sont classés dans la catégorie des IRE.

Tableau 1 : Principales lésions histologiques observés lors d’entéropathie inflammatoire chronique (Jergens et al., 2014)

Organe Particularités histologiques
Lymphocytes intra-épithéliaux
Infiltration de la Lamina propria par des cellules
inflammatoires (lymphocytes, plasmocytes, éosinophiles ...)
Fibrose
Nidification glandulaire
Atrophie de la muqueuse
Atrophie villositaire
Lésion épithéliale
Dilatation des cryptes
Lymphocytes intra-épithéliaux
Infiltration de la Lamina propria par des cellules
inflammatoires
Lésion epithéliale
Dilatation des cryptes
Fibrose / Atrophie
Infiltration de la Lamina propria par des cellules
inflammatoires
Diminution du nombre de cellules caliciformes

Estomac

Intestin gréle

Colon
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1.2.4 Les entéropathies inflammatoires chroniques réfractaires

Enfin, les EIC qui ne répondent pas aux traitements précédents (essais alimentaires, modulation du
microbiote, immunosuppresseurs) sont dénommeées NRE. Leur pronostic est souvent trés sombre,
I’euthanasie étant parfois la seule option si les signes cliniques alterent significativement la qualité de
vie et le confort de I’animal. En revanche, la proportion de NRE est souvent surestimée. Ce diagnostic
nécessite I’exclusion de toutes les autres causes d’EIC, ce qui implique une démarche longue et
rigoureuse. Ainsi avant de conclure a une NRE il est impératif de reconsidérer toutes les autres causes
d’EIC et de les exclure une a une de la maniere la plus stricte possible. Une démarche trop rapide peut
conduire a écarter prématurément des hypothéses et d’aboutir & un diagnostic erroné de NRE. Ainsi,
il est connu que certaines NRE sont en réalité des FRE mal caractérisées (Dupouy-Manescau et al.
2024).

1.2.5 Les entéropathies inflammatoires chroniques avec perte de protéines

Les PLE sont des entéropathies chroniques qui s’accompagnent d’une perte de protéines et d’une
malabsorption, conduisant a une hypoalbuminémie parfois tres marquée.

Les causes sont nombreuses et incluent les infections et les infiltrations tumorales. Elles sont résumées
dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Principales causes de PLE chez le chien (Craven and Washabau, 2019)

Type de PLE Causes
Inflammatoire
Infectieuse (Parvovirose, Clostridium,
Atteinte érosive de la muqueuse Campylobacteriose, Salmonellose, Histoplasmose)
Néoplasie
IRE
FRE
Entéropathie immunoproliférative
Hypocorticisme
Maladie des cryptes
Filariose lymphatique
Atteinte infectieuse Ankylostomose
Strongylose
Lymphangiectasie intestinale
Lymphangite

Atteinte non-érosive de la muqueuse

Atteinte du systeme lymphatique

Les démarches diagnostique et thérapeutique des PLE sont ajustées en fonction de la gravité clinique,
singulierement lorsque 1’hypoalbuminémie est trés marquée. Dans ce cas, les biopsies seront réalisées
rapidement. En effet les biopsies intestinales sont indispensables pour obtenir un diagnostic precis
parmi les différentes causes évoquées dans le Tableau 2, et ainsi adapter le traitement.

Les PLE d’origine inflammatoire peuvent étre sous-classees en : entéropathie inflammatoire chronique
avec perte de protéines répondant au changement alimentaire (FR-PLE), entéropathie inflammatoire
chronique avec perte de protéine répondant au traitement immunosuppresseur (IR-PLE) et enfin en
entéropathie inflammatoire chronique avec perte de protéines réfractaires (NR-PLE) (Dupouy-
Manescau et al. 2024).

Les PLE sont souvent compliquées d’un état d’hypercoagulabilité dont le mécanisme n’a pas été
totalement élucidé, mais qui pourrait étre lié a une diminution de I’antithrombine dans le plasma
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(deLaforcade et al. 2022). La thrombo-embolie pulmonaire est la complication la plus sérieuse. La
thromboélastographie, lorsqu’elle est disponible, permet d’identifier les chiens présentant un état
hypercoagulabilité (Goodwin et al. 2011).

1.2.6 L’évolution de la classification des entéropathies inflammatoires chroniques

ARE

MrMRE

2,
«

Figure 1 : Nouvelle classification des entéropathies inflammatoires chroniques proposée par (Dupouy-Manescau et al. 2024). FRE =
Food Responsive Enteropathy = entéropathie répondant au changement alimentaire. FR-PLE = Food Responsive Protein-Losing
enteropathy = entéropathie par perte de protéines répondant au changement alimentaire. MrMRE = Microbiota related Modulation
Responsive Enteropathy = entéropathie répondant & la modulation du microbiote. IRE = Immunosuppressant Responsive Enteropathy
= entéropathie répondant aux immunomodulateurs. IR-PLE = Immunossuppressant Responsive Protein-Losing enteropahty =
entéropathie par perte de protéines répondant aux immunosuppresseurs. NRE = Non Responsive Enteropahty = entéropahie de
répondant pas au traitement. NR-PLE = Non responsive Protein-Losing Enteropathy = entéropathie par perte de protéines ne
répondant a aucun traitement (Dupouy-Manescau et al. 2024).

Une nouvelle classification (Figure 1) a été proposée et est détaillée comme suit :
- La catégorie MrMRE remplace désormais la catégorie ARE
- Lafrontiere entre les FRE et les MrMRE est floue
- Laproportion des IRE et NRE est réduite au profit des FRE et MrMRE.

Cette derniere notion liée a la proportion des catégories découle des avancées et des découvertes de
nouveaux traitements pour les EIC, qui permettent une amélioration de 1’état clinique et de la qualité
de vie chez des animaux auparavant réfractaires aux traitements standards. Elle souligne également
I’importance de bien appliquer les changements alimentaires pour éviter d’exclure a tort des animaux
de la catégorie FRE. Par exemple, si aucune amelioration n'est observée apres deux semaines avec un
type spécifique d'alimentation, il est recommandé d'essayer un autre type parmi : alimentation
industrielle hautement digestible, alimentation industrielle avec des protéines hydrolysées ou avec une
nouvelle protéine jamais rencontrée par le chien auparavant, une alimentation ménagére (Dupouy-
Manescau et al. 2024). C’est seulement apres avoir épuisé ces différentes options d’essai alimentaire,
sans succes thérapeutique, que 1’on peut considérer que le chien ne répond pas au changement
alimentaire. Le nombre d’essais alimentaires minimum pour écarter cette hypothése ne fait 1’objet
d’aucun consensus.
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1.3 La physiopathologie des entéropathies inflammatoires chroniques

Les EIC sont des maladies complexes impliquant plusieurs facteurs, comme illustré dans la Figure 2.
Il est essentiel d'identifier et de comprendre ces facteurs pour une prise en charge efficace de ces

atteintes.

Facteurs
environnementaux
(Alimentation,

microbiote)
EIC
Prédisposition . Rep°f‘s‘?
. sy Immunitaire
génétique ,
exacerbée

Figure 2 : Facteurs contribuant a [’apparition et a [’entretien des entéropathies inflammatoires chroniques

1.3.1 Les prédispositions génétiques

La surreprésentation de certaines races dans les EIC conduit a suspecter un rdle de la génétique dans
la pathogenese de ces maladies. (Kathrani et al. 2011). Des races telles que le Yorkshire Terrier, le
Berger Allemand, le Rottweiler, le Braque de Weimar, le Shar Pei et le Boxer sont fréqguemment
atteintes (Simpson, Jergens 2011). Le Tableau 3 récapitule quelques prédispositions.
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Tableau 3 : Prédispositions de certaines races a certaines entéropathies inflammatoires chroniques

Race Entéropathie Explication génétique Références
Deficit en 19A (Simpson, Jergens
Berger Allemand « ARE » Polymorphisme NOD2, pson, g
2011)
TLR5
(Kimmel et al.
Yorkshire Terrier PLE Inconnue 2000; Lecoindre et
al. 2010)
. Entéropathie de Transmission autosomale (Garden et al.
Setter Irlandais ) - :
liée au gluten récessive 2000)
Colite NCF2 (gene impliqué
Boxer dans I’activité bactéricide (M et al. 2010)
granulomateuse : .
intracellulaire)
Westie Highland A
White Terrier PLE Ancétre commun (Sl et al. 2000)

1.3.2  Une réponse immunitaire modifiée

Certains auteurs supposent que la réaction inflammatoire observée lors d’EIC est comparable a celle
percue lorsqu’un agent pathogeéne passe la barric¢re intestinale. Cependant dans les cas d’EIC cette
réaction inflammatoire se produit en I’absence d’un élément pathogéne identifiable.

Les Figure 3 et Figure 4 sont une représentation schématique des réactions immunitaires souvent
associées aux EIC. Elles se basent sur certaines voies inflammatoires et anti-inflammatoires qui
reposent sur des interactions complexes impliquant de nombreux acteurs cellulaires et moléculaires,
notamment les récepteurs Tool-Like (TLR).

Par exemple, une mutation sur le récepteur TLR-5 peut entrainer une hyperactivité a la flagelline, une
protéine exprimée par les entérobactéries. Ainsi, la réponse inflammatoire est accrue par cette
mutation. Les cytokines inflammatoires sont par la suite responsables de 1’augmentation de la
permeabilité membranaires en altérant I’architecture des jonctions serrées, participant a la
physiopathologie des EIC (Allenspach, Mochel 2022).
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Bactéries commensales : microbiome normal

PRR sur cellule épithéliale
ou présentatrice d'antigéne

Cellule T /

Cellule Tri Expansion

Cellule Th3 des Treg

f TGF-B

iL-10

Cellule T naive

IFN-Y I —

Cellule Th-17

Inflammation minimade de & mugueuse

IL-1béta

Cefiuie TH-2 Celule THA

Figure 3 : Muqueuse intestinale normale, avec un microbiote sain (Allenspach, Mochel 2022). IL=interleukine ; IFN=Interféron ;
Cellule Th=lymphocyte T helper ; Treg = lymphocyte T réuglateur ; TGF = facteur de croissance

I MICI : les commensaux reconnus comme pathogénes I

Récepteurs mutés sur les

cellules épithéliales ou

résentatnces ¢ antigénes Cellule T
v e

Celute Tri

Cellule Th3

TGF-B
L-10

de la muqueuse

ules inflammatoires

. Cediute T naive

Celule TH-2 Cellule TH-1

Figure 4 : Muqueuse intestinale lors d'une entéropathie inflammatoire chronique, avec une dyshiose du microbiote (Allenspach,
Mochel 2022). IL=interleukine ; IFN=Interféron ; Cellule Th=lymphocyte T helper ; Treg = lymphocyte T réuglateur ; TGF = facteur
de croissance

1.3.3 Le role du microbiote

Le réle du microbiote dans la pathogénie des EIC est démontré par des études menées sur des souris
axéniques, c’est-a-dire dépourvue de microbiote. Dans ces modeles expérimentaux, la présence d'un
microbiote est indispensable au développement d’une EIC (Llopis et al. 2005; Elson et al. 1995). De
méme des expériences ou des souris axeniques sont colonisées par une espéce bactérienne unique les
rendant monoxéniques, révelent que toutes les bactéries n'ont pas les mémes effets inflammatoires sur
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le tractus digestif. Les bactéries du microbiote pourraient donc influencer la pathogénie de I’EIC
(Garrett et al. 2007).

Lors d’EIC, le microbiote présente un déséquilibre aussi bien dans ses fonctions que dans sa
composition, phénoméne connu sous le nom de dysbiose. Cette modification du microbiote se
manifeste par une diminution de la diversité des bactéries, et un changement de 1’abondance relative
des groupes bactériens en comparaison a un microbiote sain (Xenoulis et al. 2008). Le Tableau 4
expose les variations de certaines populations bactériennes lors d’EIC chez le chien.

Des variations sont également observées dans la production d’acides gras a courte chaine, dans le
métabolisme des acides biliaires, dans 1’activité protéolytique ou encore dans les métabolites du
tryptophane. Ces différents composants jouent un réle crucial dans le maintien de I'homéostasie
(Suchodolski et al. 2008). Le role de ces composants est détaillé plus dans la partie 2.1 bibliographique.

Tableau 4 : Variation de l’abondance relative de certaines bactéries du microbiote intestinal chez les chiens atteints d’EIC

Organisme Chien atteint de MICI Référence
Firmicutes Diminution (Suchodolski et al. 2012)
Clostridium Diminution (Suchodolski et al. 2012)
Clostridium cluster IV Diminution (Suchodolski et al. 2012)
Clostridium cluster XIVa Augmentation ou diminution (Suchodolski et al. 2012)

Bacteroidetes Diminution (Suchodolski et al. 2012)
(Suchodolski et al. 2012)
(Suchodolski et al. 2012)
(Suchodolski et al. 2012)

(Suchodolski et al. 2010)

Fusobactéries Diminution

Proteobactéries Augmentation

Enterobacteries Augmentation

Escherichia coli Augmentation

Adherent-Invasive Escherichia
coli
Actinobactéries
Mycobacterium avium
subspecies

Augmentation (Suchodolski et al. 2012)

Augmentation (Suchodolski et al. 2010)

Augmentation (Glanemann et al. 2008)

1.3.4 Ler6le de I'environnement

L’intervention de I’environnement dans la pathologie des MICI est documentée chez I’humain. Les
études sur les variations de l'incidence des maladies dans les groupes ethniques qui ont migré vers des
régions géographiques différentes de leur lieu d'origine sont particulierement révélatrices. Par
exemple, les Sud-Asiatiques qui ont migré au Royaume-Uni ont vu leur taux d'incidence des MICI,
initialement faible, s'aligner rapidement sur celui du pays d'accueil. Cela souligne I'importance du
mode et cadre de vie dans le developpement de ces maladies (Mayberry et al. 1992; Montgomery et
al. 1999). Autre exemple, I’environnement lors de 1’enfance pourrait avoir un role particuliérement
important dans la survenue d’une MICI (Gent et al. 1994), notamment avec I’intervention du niveau
d’hygiéne. Plus ce dernier est élevé lors de I’enfance, plus le risque de développer une MICI est
important. A Dinverse, les enfants vivant dans un milieu défavorisé au contact d’infections
bactériennes et/ou parasitaires seraient protégés de ce risque du fait d’une meilleure « éducation » de
leur systeme immunitaire.
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Le tabac intervient également comme un risque accru de développer une MICI. Il multiplie par deux
le risque de développer une maladie de Crohn, et son évolution est plus sévére chez les fumeurs
(Cosnes 2004).

1.3.5 Lerole de 'alimentation

L'alimentation influence le microbiote en y provoquant des changements significatifs. Par exemple,
une alimentation extrudée riche en fibres et faible en protéines animales augmente la richesse et la
diversité du microbiote. Dans le cas de la FRE, ce type de régime aide le microbiote des chiens affectés
a se rapprocher de celui d'un chien en bonne santé (Bresciani et al. 2018).

Une étude sur 1 212 chats a révélé que ceux qui n’étaient pas nourris exclusivement avec des aliments
commerciaux respectant les recommandations du Global Nutrition Committee (GNC) de la World
Small Animal Veterinary Association (WSAVA) avant 1’dge de 16 semaines avaient davantage de
chances de consulter un vétérinaire pour des troubles gastro-intestinaux a au moins deux reprises entre
I’age de 6 mois et 30 mois (Kathrani et al. 2019). Chez I’homme la malnutrition est une comorbidité
importante lors d’EIC, elle touche 70% des humains ayant une MICI, et 38% de ceux en rémission.
(Mijac et al. 2010).

1.4 Les scores cliniques lors d’entéropathie inflammatoire chronique

Les manifestations cliniques et la gravité de I’EIC varient considérablement d’un individu a I’autre.
Cette maladie présente une forte composante individuelle, rendant difficile toute comparaison entre
les individus. De plus, la mise en place d’indice est pertinente pour le suivi, 1’orientation thérapeutique
et I’évaluation de la sévérité de I’EIC pour lesquels les moyens sont peu nombreux et peu accessibles.
Cependant ces indices sont principalement utilisés actuellement dans la recherche.

Chez ’homme, si I’on prend I’exemple de la maladie de Crohn, un index a été développé et repose sur
la prise en compte des parameétres cliniques primaires. D’autres indices corrélés a I’activité clinique et
a des variables mesurables en laboratoire sont parfois utilisés afin de suivre plus finement la maladie.

1.4.1 Le score clinique lors de maladie inflammatoire chronique de I'intestin

Le Canine Inflammatory Bowel Disease Activity Index (CIBDAI) est I’indice d’activité clinique des
MICI chez le chien (Jergens et al. 2003). Les critéres d’évaluation ont été ajustés afin de trouver un
score reproductible. Le but était de développer un score corrélable a I’inflammation intestinale ou a un
de ses marqueurs (Protéine C-réactive sérique (CRP)), et qui permet de suivre 1’évolution clinique de
la maladie, tout en étant facilement réalisable, répétable et fiable, au chevet du patient. Et sans avoir a
recourir a des analyses trop invasives et couteuses.

Il prend en compte six parameétres cliniques notés de 0 a 3 en fonction de I’intensité de la modification
avec 0 pour la normale. Les six parametres étudiés sont : état général/activité, appétit, vomissement,
consistance des selles, fréquence d’émission des selles et perte de poids (Heilmann et al., 2014b).
Apres avoir additionné la note de chacun des six parameétres, il est possible de jauger la sévérité de la
MICI en quatre paliers détaillés dans le Tableau 5.
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Tableau 5 : Sévérité de la MICI en sommant les 6 parametres du CIBDAI.

Score Séverité de la MICI
0-3 Maladie sans répercussion clinigue significative
4-5 MICI légére
6-8 MICI modérée
9 et plus MICI sévére
1.4.2 Le score clinique lors d’entéropathie inflammatoire chronique

Le Canine Chronic Enteropathy Activity Index (CCECAI) fait son apparition en 2007 (Allenspach et
al. 2007), et vise a adapter le CIBDALI a toutes les formes d’EIC. Pour cela plusieurs variables ont été
¢tudiées afin de savoir si elles avaient un impact sur I’issu de la maladie, et ont été ajoutées aux 6
autres variables déja existantes. Notamment dans le groupe des PLE ou le prurit s’est révélé étre la
seule variable ayant un impact négatif sur I’issue de la maladie. Quant au groupe PLE, la concentration
sérique en albumine s’est avérée pertinente, non pas en raison d’un facteur négatif fort, mais en raison
de I’impact important de 1’ascite et I’cedéme périphérique sur I’issue de ce groupe. Ainsi, le prurit, la
concentration sérique en albumine et la présence d’ascite/cedéme périphérique ont été ajoutés au score

CIBDAI pour former le score CCECAL.
Une comparaison de ces deux scores est proposée dans le Tableau 6.
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Tableau 6 : Comparaison du score CCECAI et du score CIBDAI

CIBDAI = Canine Inflammatory Bowel Disease Activity Index | CECCAI = Canine Chronic Enteropathy Activity Index
Attitude / Activité
0 = Normal
1 = Légérement diminué
2 = Modérément diminué

3 = Séverement diminué
Appétit
0 = Normal
1 = Légérement diminué
2 = Modérément diminué
3 = Séverement diminué

Vomissement

0 = normal
1 =Léger (1 fois par semaine)
2 = Modéré (2 a 3 fois par semaine)
3 = Sévere (> 3 fois par semaine
Consistance des selles

0 = Normal
1 = selles légérement molles
2 = selles trés molles
3 = diarrhée aqueuse
Fréquence d'émission des selles
0 = normal
1 = Légérement augmentée (2 a 3 fois par jour ou présence de sang dans selles et/ou de mucus)
2 = Modérément augmentée (4 a 5 fois par jour)
3 = Séverement augmentée (> 5 fois par jour)

Perte de poids
0 = aucune
1 = légére (<5% du poids vif)
2 = modérée (5 a 10% du poids vif)
3 = sévere (>10% du poids vif)

Albuminémie
0 = Albuminémie > 20g/L
1 = Albuminémie entre 15 et 19,9g/L
2 = Albuminémie entre 12 et 14,9g/L
3 = Albuminémie < 12§/L
Ascite et cedémes périphériques
0 = Aucun
1 = |éger ascite ou cedeme périphérique
2 = ascite modérée ou cedéme périphérique
3 = sévere ascite ou cedéme périphérique
Prurit
0 = absence de prurit
1 = épisodes de prurit occasionels
2 = épisodes de prurit réuglier mais pas lorsque I'animal dort

3 = animal qui supporte peu la position couchée a cause de son prurit

1.5 Les méthodes diagnostiques des entéropathies chroniques

Le processus diagnostique d’une EIC reste complexe et les essais thérapeutiques constituent la pierre
angulaire de la démarche. Des examens d’imagerie, des examens sanguins, la mesure de biomarqueurs
et ’analyse histologique de biopsies peuvent également étre nécessaires afin d’écarter les causes
infectieuses, métaboliques et tumorales de troubles digestifs chroniques. Le diagnostic peut étre
qualifié¢ d’évolutif, avec des changements de catégories possibles a moyen ou long terme apres le
premier diagnostic. La Figure 5 propose une approche pour la prise en charge d’un chien atteint d’EIC.
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Démarche diagnostique lors d’entéropathie inflammatoire chronique

Signes d'appel
Chronicité
>3mois ou rechutes
Signes gastro-intestinaux
(vomissements, diarrhée, nausée, borborygmes,
douleur perte de
Poick) Insuffisance hépatique
Race prédisposée Maladie rénale chronique
Pancréatite
IPE

Examen clinique Hypocorticisme
——3 établir un score CCECAI
complet Hypercalcémie

Hyperthyroidie
Tumeurs extra-digestives
Exclure les causes

/ extra-digestives
\ Obstruction mécanique
Exclure les causes 3 Maladies infectieuses
digestives Néoplasie
- *-_ - -’ NRE

Maladie immunitaire
(systéme complément)

Confirmer I'entéropathie
inflammatoire chronique

Classer I'entéropathie
inflammatoire chronique

Bonne réponse au Bonne réponse au
traitement traitement
FRE ou MrMRE IRE

Figure 5 : Démarche a suivre lors de suspicion d’'une entéropathie inflammatoire chronique. CCECAI : score clinique lors d’EIC,
IPE : insuffisance pancréatique exocrine, NFS : numération et formule sanguines, TLI : immunoréactivité de la trypsine like, cPL :
lipase pancréatique spécifique du chien, B12 : vitamine B12, FRE : EIC répondant au changement alimentaire, MrMRE ; EIC
répondant a la modulation du microbiote, IRE : EIC répondant aux immunomodulateurs, NRE : EIC réfractaire au traitement.
(Stephen J. Ettinger, Edward C. Feldman, Etienne Cote 2024)

1.5.1 Les signes cliniques d’appel et le diagnostic différentiel

On parle d’EIC lorsque I’animal présente des signes gastro-intestinaux chroniques depuis au moins
trois semaines tels que vomissements, diarrhées, anorexie et perte de poids. (Jergens, Heilmann 2022).
Ces signes cliniques rapportés ne sont pas pathognomoniques d’une EIC, et le Tableau 7 propose un
diagnostic différentiel pour les troubles digestifs du chien.
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Tableau 7 : Diagnostic différentiel des troubles digestifs chez le chien, (Hernandez, 2020) (modifié)

Catégorie Maladie
Maladie rénale avancée
Insuffisance hépatique
Causes métaboliques Insuffisance pancréatique exocrine / Pancreéatite
Hypocorticisme
Hyperthyroidie
Parasitoses Parasitoses digestives
FRE
Entéropathies MrMRE
inflammatoires IRE
NRE
PLE Lymphangiectasie, cryptite_d’ori_gine inflammatoire, tumorale ou
infectieuse
Entéropathie tumorale Tumeur

Les signes cliniques sont soit évocateurs d’une atteinte du petit intestin et dans ce cas les chiens
présentent : une anorexie, une perte de poids, du méléna et une augmentation du volume fécal avec
une fréquence d’émission qui peut &tre normal. Soit les signes cliniques sont évocateurs d’une atteinte
du gros intestin et dans ce cas les chiens présentent : du mucus dans les selles, une hématochézie, du
ténesme, une augmentation de la fréquence de défécation et une diminution du volume des selles. Il
n’est pas rare que |’atteinte soit mixte, c’est-a-dire des signes a la fois d’atteinte du petit intestin et
d’atteinte du gros intestin (Allenspach et al. 2007).

D’autres signes plus généraux sont aussi rapportés comme : les vomissements, la nausée, la douleur
abdominale, les borborygmes, les flatulences, 1’éructation ou encore 1’ascite/les cedémes et le prurit.

1.5.2 Exclure les causes infectieuses et non inflammatoires

Il est essentiel de réaliser un examen clinique approfondi pour rechercher des signes qui peuvent
orienter la démarche clinique, telles qu’une adénomégalie, ou une douleur abdominale localisée.

La réalisation d’une prise de sang est incontournable, bien que les résultats obtenus ne soient pas
spécifiques d’EIC. Une analyse des paramétres biochimiques permet d’exclure les causes
métaboliques liées aux troubles digestifs (Tableau 8).

Tableau 8 : Analyses sanguines permettant d'explorer les causes métaboliques de troubles digestifs chez le chien (Suchodolski et al.,
2012; Félix, Souza and de Oliveira, 2022)

Atteintes explorées Test biochimiques réalisés
Insuffisance hépatique Acides biliaires
Hypocorticisme Cortisol basal
. o . Immunoréctivité de la trypsine-like
Insuffisance pancréatique exocrine (TLI)
Gastrinome Gastrine

La prise de sang permet également d’identifier une PLE avec le dosage de 1’albuminémie
(albuminémie <20g/L lors de PLE), (Craven, Washabau 2019)). Enfin elle permet d’évaluer les
complications éventuelles de I’EIC sur 1’organisme en dosant la vitamine B12 et les folates. Leurs
variations sont présentées dans le Tableau 9.
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Tableau 9 : Bilan malabsorption et maldigestion (Simpson and Jergens, 2011)

Variations des concentrations sériques Causes
Folates augmentés et/ou VitB12 augmentée Dysbiose du microbiote intestinal
Malabsorption généralisée
Folates diminueés et/ou VitB12 diminuée Syndrome inflammatoire chronique

Lymphangiectasie
Malabsorption iléale

Folates normaux et VitB12 diminuée Insuffisance Pancréatique Exocrine
Gastrite chronique
Folates augmentés et VitB12 diminuée Dysbiose du microbiote intestinal
Folates diminués et VitB12 normale Malabsorption jéjunale (rare)

Ensuite, une numeration et formule sanguines est également indiquée car elle peut mettre en
évidence tout d’abord une anémie microcytaire hypochrome et régénérative (anémie ferriprive) en
réponse a des saignements chroniques, d’ordre digestifs par exemple. Ou encore elle peut mettre en
évidence une anémie normochrome, normocytaire et non régenérative qui évoque une inflammation
chronique. Une éosinophilie oriente vers une parasitose, une hypersensibilité alimentaire, un
hypocorticisme, une mastocytose cutanée ou encore une MICI éosinophilique. Une thrombocytose
peut intervenir en réponse a des saignements chroniques (Ridgway et al. 2001; Hernandez 2020).

La coprologie permet d’éliminer les causes parasitaires en recherchant particulierement les
ankylostomes, les ascarides et les trichures. Plusieurs méthodes existent mais la plus spécifique
consiste en une technique de flottaison et de centrifugation. Le milieu dans lequel est mis en suspension
les selles peut étre composé soit de sucre de Sheather modifié¢ pour I’identification des helminthes, soit
d’une solution de sulfate de zinc a 33% mais moins sensible pour la récupération d’ceufs de parasites
lourds (Berghoff, Steiner 2011).

Enfin, I’échographie offre une vue d’ensemble pour déterminer si I’atteinte est généralisée ou focale,
et quels organes et nceuds lymphatiques sont impliqués. Elle est également un examen de choix non
invasif pour apprécier les parois digestives, notamment leur épaisseur et leur organisation. Enfin, elle
peut révéler la présence d’un épanchement, que 1’on retrouverait notamment lors de PLE (Lecoindre
et al. 2010).

1.5.3 Premier diagnostic thérapeutique : les changements alimentaires

Les changements alimentaires constituent une étape incontournable de la démarche diagnostique car
la majorité des chiens atteints d’EIC répondent au changement alimentaire seul (Schramm, Kook 2022;
Dandrieux et al. 2019). Des chiens répondent parfois au premier changement alimentaire, pendant que
d’autre ne répondront positivement qu’apres plusieurs essais. C’est pourquoi cette étape diagnostique
doit étre menée avec rigueur. L’amélioration clinique peut apparaitre jusqu’a 14 jours apres le début
du changement alimentaire, et nécessite une alimentation uniquement composée de cet aliment
(Allenspach 2013). De plus, il est nécessaire de réaliser plusieurs essais alimentaires avant de conclure
qu’un chien n’appartient pas a la classe des FRE. Une étude portant sur 1’évolution de la réponse
clinique des animaux au cours de la premiere année suivant le diagnostic et le début du traitement chez
des chiens atteints d’EIC indique que 63% des chiens classés FRE ont eu des essais alimentaires
infructueux. De plus, 79% des chiens initialement classés en IRE ont finalement répondu positivement
a un nouvel essai alimentaire strict (Hodel et al. 2024a). Ainsi le diagnostic définitif d'une EIC n'est
jamais figeé et doit étre considéré comme évolutif.

Le choix de I’aliment doit étre adapté a chaque individu qui peut présenter des intolérances ou des
hypersensibilités déja connues. Ainsi dans un premier temps, une alimentation hyperdigestible est mise
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en place lors d’atteinte localisée a I’intestin gréle et une alimentation enrichie en fibre est préférée lors
d’atteinte colique. Une réduction de 1’apport en graisses dans I’alimentation sera pertinente si des
signes de pancreatite et/ou de retard de motilité intestinale sont présents. Dans un second temps, si la
premi¢re tentative de changement alimentaire échoue, 1’instauration d’une alimentation
hypoallergénique avec des protéines hydrolysées ou avec des protéines nouvelles doit étre tentée
(Tolbert et al. 2022). Une proposition d’approche est présentée dans la Figure 6.

Diarrhée chronique

Signes d'atteintes de I'intestin gréle Signes d'atteintes du gros intestin
perte de poids, modification de I'appétit, fréquence normale : mucus, ténesme,  fréquence
Retard de matilité (par exemple vomissements, iléus) Présence de signes cutanés Retard de motilité,
pancréatite, malabsorption des graisses ? (ex. prurit) pancréatite ?

| ]

Régime hydrolysé ou & base de protéines nouvelles

Non
| |

Trés digeste, peu Trés digeste, peu de
de residus

fibres fibres

l

résidus, faible en gras

Régime enrichi an Régime faible en gras et enrichi en ‘

Pas de réponse?
Pas de réponse? Pas de réponse?

Supplémentation en protéines hydrolysées ou nouvelles ou

Pas de réponse?

Pas de réponse?

en fibres ULFD + faibles en gras

Figure 6 : Proposition d'approche diététique lors d'entéropathie chronique (Tolbert et al. 2022)

En fonction du degré de I’atteinte clinique du chien, de I’inquiétude du propriétaire et des limites de
ses ressources financiéres, il est possible d’initier ce diagnostic thérapeutique rapidement. Et cela avant
les nombreux tests sanguins parfois couteux proposés précédemment. Une approche modifiée en
fonction du score CCECALI est proposée dans la Figure 7.
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Démarche diagnostique lors d’entéropathie inflammatoire chronique

Signes d'appel
Chronicité
>3mois ou rechutes
Signes cliniques gastro-intestinaux
(vomissements, diarrhée, nausée, borborygmes,
flatul ion, douleur ab perte de

poids)
Race prédisposée

Score CCECAI < 9 (poids stable, bon état général,

Examen clinique S g
complet — appétit conservé...)

Corproscopie
Vermifugation

Confirmer I'entéropathie
inflammatoire chronique

Essais alimentaires

Classer I'entéropathie 5 Essais >
—_— & - échec = — ichec =P NRE
inflammatoire chronique +/ mt?dulatlon du chec = gimmunomodulateurs
microbiote |
I el i
. 4
M4 IRE

FRE ou MrMRE

Figure 7 : Démarche diagnostique modifiée et adaptée

1.5.4 Deuxieme diagnostic thérapeutique : la modulation du microbiote

En cas d’échec des changements alimentaires pour résoudre les signes cliniques, d’autres méthodes de
modulation du microbiote sont proposées. Les méthodes actuelles regroupent I’administration de
probiotiques, de prébiotiques, de symbiotiques, de postbiotiques, de cholestyramine ou encore la
réalisation d’une TMF, ces différents termes seront détaillés dans la partie 1.7.2. Bien que leur
efficacité ne soit pas encore prouvée et qu’elle reste a 1’état de développement, elles constituent une
alternative prometteuse, tant en termes d’efficacité que de réduction de 1’utilisation des antibiotiques.
En effet, I’utilisation des antibiotiques dans la prise en charge des EIC est de plus en plus remise en
cause, en raison de nombreuses récidives a 1’arrét du traitement et de la prise de conscience de
I’émergence de I’antibiorésistance (Dupouy-Manescau et al. 2024).

1.5.5 L'apport de I'échographie abdominale

L'échographie abdominale devient pertinente lorsque les premiéres étapes diagnostiques ne permettent
pas d'identifier la cause. Les images échographiques ne sont pas spécifiques a I'EIC. L'épaississement
de la paroi intestinale est le signe le plus fréeqguemment observé, indiquant une inflammation, mais ce
signe reste peu spécifique. La symétrie de cet épaississement et la préservation ou altération de la
structure en couches peuvent seulement orienter vers un processus inflammatoire ou tumoral, sans
pour autant poser un diagnostic précis (Gaschen et al. 2008).

41



1.5.6 L'apport de I'endoscopie et de I'histologie

L'examen endoscopique est envisagé lorsque les étapes précédentes n‘ont pas permis d'établir un
diagnostic définitif, ou lorsque I'état clinique de I'animal est sévére. Par exemple, un score CCECAI
élevé pourrait inciter le clinicien a effectuer I'endoscopie plus t6t ou en méme temps que d'autres
analyses.
Le choix de la voie d’acces endoscopique est guidé par les signes cliniques qui peuvent évoquer plutot
une atteinte de I’intestin gréle et/ou du célon comme évoqués dans la partie 1.5.1. La localisation des
Iésions par echographie aide également a orienter le choix de la voie d’accés endoscopique (Jergens et
al. 2003)
L’endoscopie est une technique peu invasive qui offre des résultats rapides, avec une évaluation directe
des Iésions de la muqueuse. Elle permet notamment une élimination de certaines causes digestives et
elle est particulierement intéressante dans le diagnostic des lésions infiltratives, érosives ou
structurelles (Lane et al. 2018). Il existe une échelle de gradation des lésions macroscopiques de la
muqueuse lors d’endoscopie, avec une méthode standardisée par la WSAVA (Association vétérinaire
mondiale des petits animaux), qui inclut une description détaillée telle que I’hyperhémie, I’cedéme et
la décoloration. Cette échelle est subjective et est découpée en trois niveaux : Iéger, modéré, sévere
(Jergens, Heilmann 2022). Cependant, la réalisation d’une endoscopie ne permet pas de différencier
les différents types d’entéropathies entre FRE, MrMRE, IRE, NRE et PLE, que ce soit avant ou apres
le traitement.
L’endoscopie permet la réalisation de biopsies, nécessaire au diagnostic de MICI. Le WSAVA propose
de nouveau un score pour interpréter les changements inflammatoires sur les muqueuses prélevées. Le
plus souvent 1’accent est mis sur le type cellulaire et la sévérité¢ de 1’atteinte, avec une découpe entre
normal, 1éger, modéré et sévere. Dans les études plus anciennes, il était couramment admis qu’aucune
corrélation ne pouvait étre faite entre les résultats histologiques, les biomarqueurs d’inflammation et
la réponse au traitement. Mais dans une étude plus récente qui présente un score plus simplifié, la
corrélation entre les signes histologiques et les signes cliniques lors d’EIC est parfois possible
(Allenspach et al. 2019).
Les limites de 1’analyse histologique sur les biopsies sont les suivantes :

- La qualité des préelévements qui est surtout influencée par 1’opérateur dans la détection des

Iésions

- Lavariabilité d’interprétation inter-observateur

- Les effets de la modification tissulaire suite a I’inflammation

- Les biopsies qui ne portent pas sur les parties les plus atteintes par le processus pathologique.
De plus le score histologique ne permet pas de différencier les différents types d’EIC entre FRE,
MrMRE, IRE, NRE et PLE, que ce soit avant ou apres traitement. Il n’est pas non plus possible de
faire une corrélation entre le score histologique et le CIBDALI, le score endoscopique ou méme le
pronostic (Allenspach et al. 2007).

1.5.7 L'évolution a long terme de la réponse thérapeutique

Une étude (Hodel et al. 2024b) s’intéresse a 1’évolution de la réponse thérapeutique de 60 chiens
atteints d’EIC sur le long terme, c’est-a-dire au minimum un an apres le premier diagnostic. Des
changements de classification d’EIC sont rapportés pour 24 chiens, soit 40% des chiens. Les
changements majoritaires s’effectuent des IRE vers les FRE et concernent 19 chiens soit pres de 80%.
Cette étude corrobore des conclusions récentes notamment sur la nouvelle classification (Dupouy-
Manescau et al. 2024), ou la proportion de FRE est augmentée et les proportions d’IRE et de NRE sont
diminuées. Elle rappelle également 1’importance de mener plusicurs essais alimentaires avant
d’exclure la catégorie FRE.
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1.6 Les biomarqueurs lors d’entéropathie inflammatoire chronique

Il existe plusieurs biomarqueurs (Figure 8), avec des utilités cliniques et diagnostiques diverses
détaillées dans le Tableau 10.

Tableau 10 : Utilité clinique des biomarqueurs en médecine vétérinaire

Utilité clinique des biomarqueurs
Risque individuel de développer une entéropathie
inflammatoire chronique
Evaluer la fonction gastro-intestinale (digestion,
absorption, secrétion)

Prédire la réponse au traitement/a la maladie
Suivre la sévérité de I’inflammation intestinale

Métabolomique
(AGCC, Acides
biliaires...)

Fonctionnel
(Cobalamine,
folate, MMA,

aPl ...)

Microbiotique
(Indice de
dysbiose)

Biormarqueurs

Biochimique
(CRP,
Calprotectine,
APP...)

Cellulaire
(Lymphocytes T
régulateurs...)

Figure 8 : Groupes de biomarqueurs chez le chien lors d'entéropathie inflammatoire chronique (Heilmann, Steiner 2018) (modifié).

1.6.1 Un biomarqueur de pertes de protéines fécales : inhibiteur de la protéinase
alphal

L’inhibiteur de la protéinase a1l (aPl) est un inhibiteur des protéinases qui est synthétisé par le foie
(Travis 1988). Son rdle en tant que réactif de la phase aigué de I’inflammation est encore controversé,
mais il présenterait un effet protecteur contre la trypsine, la chymotrypsine et la protéase des
neutrophiles (Heilmann et al. 2017). Son poids moléculaire est similaire a celui de 1’albumine. C’est
pourquoi lors de maladie causant des pertes de protéines gastro-intestinales, les pertes entre I’albumine
et ’aPl sont comparables. Et contrairement a 1’albumine, 1’aPI est résistante a la protéolyse, rendant
sa quantification fécales plus simple (Heilmann et al. 2011). La variation journaliére de I’alP1 nécessite
d’utiliser des échantillons de selles recueillies pendant trois jours consécutifs (Heilmann et al. 2011).
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Ainsi I’augmentation de la concentration fécale en oPl est un marqueur de perte en protéines gastro-
intestinales, et un marqueur des lésions histologiques retrouveées lors PLE chez le chien (Heilmann et
al. 2016). Son intérét réside aussi dans sa précocité d’apparition lors d’'une PLE. En effet la
concentration fécale en aPl augmente rapidement avec I’apparition de I’hypoalbuminémie ou/et des
signes cliniques (Heilmann et al. 2016). Une attention particuliére doit étre prise lorsque 1’on
s’intéresse a des chiens de moins de douze mois, et lorsqu’un traitement a base de corticoide est déja
en place (Heilmann et al. 2013).

1.6.2 Des biomarqueurs : concentrations en cobalamine, acide méthylmalonique et
en folate dans le sang

La cobalamine (vitamine B12) et les folates (vitamines B9), sont des vitamines hydrosolubles utilisées
comme indicateurs lors d’EIC.

La cobalamine est exclusivement absorbée par 1’iléon distal grace a des récepteurs spécifiques qui
captent le complexe cobalamine-facteur intrinséque, dont le mécanisme est détaillé en Figure 9
(Allenspach et al. 2007). Une hypocobalaminémie peut ainsi indiquer une malabsorption iléale et/ou
une dysbiose du microbiote intestinal. En effet, le microbiote dysbiotique entraine une augmentation
de la consommation de la cobalamine (Hernandez, Dandrieux 2021). Une hypocobalaminémie est un
facteur pronostic péjoratif lors d’EIC (Allenspach et al. 2007). Cependant une hypocobalaminémie
n’est pas pathognomonique de cette affection, son diagnostic différentiel regroupe I’IPE, certaines
tumeurs intestinales comme le lymphome, une histoplasmose intestinale, des causes congénitales
notamment chez le Shar-Pei (N et al. 2010) ou encore les différentes formes d’EIC (Kather et al. 2020).

Libération Cbl- protéine grice
aux secrétions

hydropepsiques

Cobalamines
alimentaires liées
aux protéines

animales

pH faible favorisant la

Protéase pancréatique
liaison Cbi-haptocorrine

dégrade haptocorrine

pH fort favorisant la
liaison Cbl-IF (facteur
intrinséque)

~—.-/

Au niveau de l'iléon, Le complexe
Cbl-IF se lie au récepteur cubam
et il est internalisé

Récepteur cubam

Cbl-IF reldché, IF dégradé et Cbl
est libéré dans la circulation
sanguine

Figure 9 : Mécanisme d'absorption de la cobalamine (Ghemrawi 2013) (modifié)
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De plus, la cobalaminémie sérique ne refléte pas la disponibilité de la cobalamine au niveau cellulaire
et pour évaluer plus finement la disponibilité en cobalamine, il est possible de doser I’acide
méthylmalonamique (MMA). Le MMA est un métabolite qui s’accumule lorsque ’activité de la
méthylmalonyl-CoA mutase est réduite en raison d’un manque de cobalamine disponible. Une
augmentation de la MMA indique donc un manque de cobalamine au niveau cellulaire, et révéle ainsi
soit une malabsorption de cobalamine ou un défaut de transport ou d’apport de la cobalamine, ou les
deux (Berghoff et al. 2012).

Les folates, quant a eux, sont absorbés dans I’intestin proximal (duodénum et jéjunum proximal). Une
hypofolatémie peut donc étre un signe d’une atteinte de I’intestin gréle, et est détectée chez 14% des
chiens avec une EIC selon une seule étude (Heilmann et al. 2018). Comme pour la cobalaminémie,
une hypofolatémie n’est pas pathognomonique d’une EIC, et une normofolatémie ne doit pas exclure
une EIC.

1.6.3 Des bactéries comme biomarqueurs du microbiote, I'indice de dysbiose

Des recherches récentes ont identifié des modifications de ’abondance relative de divers groupes
bactériens chez les chiens souffrant d’EIC comparés a des chiens en bonne santé (Suchodolski,
Markel, et al. 2012). Par exemple, une augmentation de I’abondance des Protéobactéries, notamment
Escherichia coli, et une diminution des Firmicutes, telles que Blautia, Faecalibacterium, et
Ruminococcus, ont été observées. Pour valider ces observations, les auteurs proposent une étude
incluant un large échantillon de chiens (95 chiens sains et 106 chiens atteints d’EIC), et développent
un algorithme mathématique pour renseigner les changements dans les populations bactériennes de
référence (AlShawagfeh et al. 2017).

Gréce a cela, un indice de dysbiose est propose, et retient 8 groupes bactériens : Blautia, Clostridium
hiranonis, Escherichia coli, Faecalibacterium, Fusobacterium, Streptococcus, Turicibacter et les
bactéries totales. La réaction de polymeérisation en chaine quantitative (QPCR) permet de quantifier
l'abondance de ces groupes en donnant le logarithme de la quantité d’acide désoxyribonucléique
(ADN) recueillie, montrant une différence statistiquement significative entre les chiens sains et les
chiens atteints d’EIC (p-value <0,001). Les bactéries totales, Blautia, Clostridium hiranoni,
Faecalibacterium, Fusobacterium, et Turicibacter voient leur population diminuer, pendant que
Escherichia coli et Streptococcus voient leur population augmenter chez les chiens atteints d’EIC. Les
résultats sont présentés dans la Figure 10.

L’indice de dysbiose est une valeur numérique avec un seuil fixé a zéro et indique une dysbiose quand
sa valeur est positive. Cet indice permet avec une sensibilité de 74% et une spécificité de 95%, de
différencier les chiens sains des chiens atteints d’EIC.

Il existe une corrélation entre 1’indice de dysbiose et le CCECAI (p-value<0,001) mais il n’y a pas de
de différence significative de I’indice de dysbiose selon que I’atteinte soit localisée a I’intestin gréle
ou au colon. De méme, aucune corrélation n’a été trouvée entre I’indice de dysbiose et 1’age ou le
poids des chiens (AlShawaqfeh et al. 2017).
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Figure 10 : Résultats des gPCR sur les 8 groupes bactériens comparant les animaux sains (H) et les animaux atteints d'une EIC (CE).
Log DNA=logarithme de la quantité d’ADN. (AlShawaqfeh et al. 2017).

1.6.4 Un biomarqgueur de l'inflammation : la protéine C-réactive

La protéine C-réactive (CRP) sérique est un marqueur non-spécifique de I’inflammation, exprimée par
le foie en réponse a une inflammation, une infection bactérienne ou méme un processus néoplasique.
Sa variabilité individuelle est importante ce qui peut rendre son interprétation difficile. Différents
seuils existent, avec des valeurs souvent inférieures a 10mg/L. L’intérét de ce marqueur réside surtout
dans sa cinétique, notamment quand sa valeur varie de 2,7 fois par rapport au dernier dosage (Carney
et al. 2011). Une étude (Jergens et al. 2003) montre que son augmentation est trés marquée chez les
chiens atteints de MICI notamment lorsque le score CIBDAI est supérieur a 5. Cela reflete
probablement les différences d’activité des MICI, qui peuvent étre quiescentes ou actives. En effet, les
scores CIBDAI les plus élevés sont retrouves chez les chiens présentant des signes gastro-intestinaux
importants. Ainsi la CRP semble étre un bon marqueur pour suivre 1’activité inflammatoire chez les
chiens atteints de MICI avec des troubles gastro-intestinaux significatifs (score CIBDAI supérieur ou
égal a 5). Dans cette étude, la concentration de la CRP était passée de 10,4mg/L a 0,6mg/L en 21 jours.
De plus, une concentration supérieure a 9,1 mg/L serait hautement spécifique pour détecter les chiens
atteints d’IRE par rapport aux autres formes d’EIC (FRE et MrMRE) (Heilmann et al. 2018).
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1.6.5 Un biomarqueur de l'inflammation : les protéines de phase aigué de
I'inflammation

Les protéines de la phase aigué de I’inflammation (APP) sont des protéines de I’inflammation qui ont
suscité de I’intérét car elles sont utilisées en médecine humaine comme marqueurs lors des maladies
chroniques de I’intestin telles que la maladie de Crohn et la recto-colite hémorragique. Dans ce lot de
protéines, on peut retrouver la CRP, I’haptoglobine (HAP), la sérum amyloide A (SAA) et acide a
glycoprotéique (AGP). Leurs roles sont de défendre 1’hote, d’inhiber les protéases et de détruire les
dérivés réactifs de I’oxygéne. Chez 1’humain, leur intensité de réponse est approximativement
proportionnelle a 1’activité et a la masse de tissus concernée par 1’inflammation (Jergens et al. 2003).
Concernant I’HAP, il a été démontré que sa concentration peut étre corrélée au score histologique et
au score CIBDAI (Jergens et al. 2003). Sa concentration moyenne augmente méme chez certains
chiens aprés traitement, cela peut étre relié a I’administration de glucocorticoides lors du traitement,
car cette derniére pourrait augmenter la concentration d’HAP (Harvey, West 1987). Ainsi son utilité
pourrait résider dans une estimation plus fine du score CIBDAI, et également de la réponse clinique
au traitement.

L’ AGP tout comme la CRP sont bien corrélées au score CIBDAL, elles sont trés augmentées chez les
chiens atteints de MICI lors du diagnostic. Contrairement a la CRP, cette corrélation n’est possible que
lorsque le score CIBDAI est supérieur ou égal a 6. Ainsi CRP et AGP permettent de distinguer les
MICI quiescentes des MICI actives.

Enfin aucune corrélation n’a pu étre mise en évidence concernant le SAA, qui a été étudié car sa
concentration était plus élevée chez les patients humain atteints de maladie de Crohn (Fagan et al.
1982).

1.6.6  Un biomarqueur de l'inflammation : la calprotectine ou le complexe protéique
S100A8/A9

La calprotectine fécale est un marqueur de I’inflammation, dont les protéines appartiennent aux
molécules DAMP (Motif moléculaire associé aux dégats) et s’accumulent aux sites d’inflammation.
C’est aussi un ligand du TLR-4 qui joue un rdle prépondérant dans la pathogénie de I’EIC. Une
concentration d’a peu prés 50ug/g de féces est un marqueur d’une atteinte sévere (Jergens et al. 2003).
De plus, avec des niveaux supérieurs a 15,2ug/g de feces, il est possible de distinguer les répondant
des non répondant au traitement immunosuppresseur, et cela avec une sensibilité de 80% et une
spécificité de 75% (Heilmann et al. 2018). Ce dosage n’est malheureusement pas disponible en routine
chez le chien, et la possibilité d’une altération de sa valeur par une néoplasie gastro-intestinale doit
étre déterminée.

1.7 Le traitement des entéropathies inflammatoires chroniques du chien
Les EIC représentent un défi majeur pour les chiens, leur propriétaire et le vétérinaire. Cependant grace
a une approche individualisée, associant une identification précise de la cause a une gestion rigoureuse

des symptdmes par un traitement adapté, il est possible d'améliorer considérablement la qualité de vie
des chiens atteints et de freiner I’expression de la maladie.
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1.7.1 Les essais alimentaires

Plus de la moitié des chiens atteints d’EIC répondent au changement alimentaire. Un recul de minimum
14 jours doit étre respecté avant de juger de I’efficacité du changement alimentaire. Il est également
important de réaliser au moins deux changements alimentaires avant de conclure, au moins
momentanement, a un échec thérapeutique (Allenspach et al. 2007; Dupouy-Manescau et al. 2024).
Le type d’alimentation doit étre adapté au profil de I’animal et de ses signes cliniques, cela été présenté
dans la Figure 6. Si une alimentation ménageére est choisie, elle doit étre élaborée sous la supervision
d'un spécialiste en nutrition pour éviter toute carence. De plus, la prise en charge des troubles digestifs
est essentielle pour la réussite du changement alimentaire, notamment en ce qui concerne les nausées
et les vomissements pouvant entrainer une aversion pour 1’aliment. Une faiblesse générale ou une
douleur abdominale peuvent également favoriser un état de dysorexie (Tolbert et al. 2022).

Certains chiens peuvent revenir a leur régime initial aprés un essai alimentaire concluant de 12
semaines (Allenspach et al. 2016; Mandigers et al. 2010; Luckschander et al. 2006). Mais il n'existe
actuellement aucune méthode permettant de déterminer si un chien va rechuter apres un changement
alimentaire. C'est pourquoi de nombreux propriétaires choisissent de maintenir leur chien dans le
nouveau régime alimentaire une fois que les signes cliniques sont contr6lés (Dandrieux 2016).

Chez I’humain, le but du traitement est d’obtenir une résolution non seulement clinique mais aussi
histologique (Dave, Loftus 2012). Or, une étude a été menée chez vingt chiens avec des biopsies avant
et aprés traitement. Celle-ci a montré qu’il n’y avait aucun changement dans le score histologique,
mais plutdt une amélioration de I’ultrastructure intestinale, notamment de la bordure en brosse dans
les 6 semaines suivant le changement de régime alimentaire. D'autres études ont comparé le score
histologique apres résolution clinique chez des chiens FRE et IRE et, de la méme maniére, aucune
amélioration histologique significative n'a été constatée apres le traitement (Allenspach et al. 2007).
Cela souléve la question de savoir si une durée de traitement plus longue est nécessaire pour obtenir
une guérison histologique de la muqueuse, et du peu d'informations fournies par I'endoscopie répétée
dans I'état actuel des connaissances (Dandrieux 2016).

1.7.2 La modulation du microbiote

Les moyens de modulation du microbiote sont nombreux et passent par I’administration de :

e Prébiotiques (substrats non vivants qui servent de nutriments pour les micro-organismes
bénéfiques du microbiote intestinal),

e Probiotiques (micro-organismes vivants qui conférent un bénéfice pour la santé de 1’hote),

e Symbiotiques (mélanges de probiotiques et de prébiotiques),

e Postbiotiques (micro-organismes morts ou des métabolites microbiens qui produisent des effets
bénéfiques sur la santé),

e Cholestyramine,

e TMF,

e L’administration d’antibiotiques, méme si elle présente de nombreux effets déléteres, peut
également étre percue comme une modalité de modulation du microbiote. La prise de
conscience de la surutilisation des antibiotiques, invite les praticiens a réduire leur prescription
au profit des autres méthodes précédemment citées (Dupouy-Manescau et al. 2024).
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Ainsi les prébiotiques et les probiotiques sont actuellement privilégiés, bien que 1’efficacité n’ait été
démontrée que pour le consortium de probiotiques VVSL#3qui réunit différentes souches de bactéries
lyophilisées (Rossi et al. 2014). Enfin, la TMF est I’une des méthodes les plus anciennes, notamment
en médecine humaine ou elle est indiquée dans le traitement des infections rebelles de la vancomycine
a Clostridioides difficile (Chaitman, Gaschen 2021). Son utilisation en médecine vétérinaire
commence a se développer. Elle sera détaillée dans la partie 2 bibliographique du manuscrit.

1.7.3 Les traitements des entéropathies inflammatoires répondant aux
immunosuppresseurs : les glucocorticoides

Lorsque le diagnostic de MICI est avancé, la premiére ligne de traitement est I’utilisation d’un anti-
inflammatoire stéroidien. En médecine humaine comme en médecine veétérinaire, les glucocorticoides
sont utilisés en premiere intention. La prednisolone est la molécule la plus utilisée, et est administrée
a des doses ajustées progressivement. Ainsi, les doses sont augmentées ou diminuées en fonction de
la réponse clinique observée (Dandrieux 2016). Un exemple de protocole de traitement a la
prednisolone lors d’EIC est proposé dans la Figure 11.

1mg/kg/24h

Figure 11 : Exemple de protocole d’administration de la prednisolone dans le traitement des EIC du chien (Simpson, Jergens 2011).

Les études présentent des résultats variés sur les taux de succes et les durées de rémission lors de
I’utilisation de glucocorticoides. Les rémissions a court terme sont plutét frequentes, avec des taux de
succes allant de 48 a 88% selon les études (Allenspach et al. 2007). L’ajout de métronidazole au
traitement a base de glucocorticoides ne semble pas apporter de bénéfice d’aprés 1’étude (Jergens et
al. 2010) comparant un traitement de prednisolone seule et de prednisolone associée a du
métronidazole. Cependant peu d’études ont un suivi assez long dans le temps pour estimer précisément
les taux de rechute. Mais en géneral les rechutes sont fréquentes (Dandrieux 2016).

Un autre glucocorticoide souvent mentionné est le budésonide. Cette molécule non halogénée a une
forte affinité pour les récepteurs des glucocorticoides, une clairance hépatique élevée et une activité
locale élevée associée a une activité systémique faible comparée aux autres glucocorticoides (Pietra et
al. 2013). C’est donc une molécule qui pourrait combiner une activité locale puissante avec des effets
systémiques reduits. Pour le moment, les connaissances sur sa cinétique dans 1’organisme et ses
principaux métabolites ne sont pas encore totalement élucidées (Stroup et al. 2006). Une étude (Dye
et al. 2013) compare le budésonide et la prednisolone pour le traitement des MICI chez le chien.
Aucune différence significative n’est rapportée en termes de taux de rémission et d'incidence des effets

1 VSL#3 : Bactéries lactiques vivantes et bifidobactéries (Streptococcus thermophilus BTO01, Bifidobacterium breve BB02, Bifidobacterium animalis
subsp. lactis BLO3, Bifidobacterium animalis subsp. lactis BI04, Lactobacillus acidophilus BAO5, Lactobacillus plantarum BP06, Lactobacillus
paracasei BP07, Lactobacillus helveticus BD08), maltose, antiagglomérant : dioxyde de silicium.
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indésirables entre la prednisolone et le budésonide pour le traitement d'induction des MICI chez le
chien.

Enfin, les glucocorticoides peuvent étre également utilisés en association avec d’autres
immunosuppresseurs de seconde intention.

1.7.4 Les traitements des entéropathies inflammatoires répondant aux
immunosuppresseurs : molécules de seconde intention

L’utilisation d’un immunosuppresseur de seconde intention, seule ou couplé avec le traitement
glucocorticoides de premiere intention, se retrouve dans différents contextes : le chien ne répond pas
aux glucocorticoides, la diminution rapide des doses de ces derniers est nécessaire en raison d’effets
indésirables ou de contre-indication (diabéte sucré par exemple), ou encore I'état clinique de I'animal
est critique et un traitement plus agressif est préconisé (Dandrieux et al. 2013; Allenspach et al. 2006).
Il est cependant essentiel d’éliminer rigoureusement les autres atteintes pouvant causer des troubles
digestifs avant de prescrire un immunosuppresseur. L’utilisation de ces traitements doit étre
strictement réservée aux cas impliquant le systtme immunitaire. De plus, des effets secondaires
significatifs sont rapportés (troubles digestifs, hyperplasie gingivale) et le colt de ces traitements est
souvent conséquent (Dandrieux et al. 2013).

L’azathioprine est un immunomodulateur souvent utilisé chez I’homme pour maintenir la rémission
(Torres et al. 2020). Chez le chien une étude compare un protocole prednisolone couplée a de
I’azathioprine a un protocole prednisolone couplée a du chlorambucil lors de PLE. Les résultats
suggerent que le protocole prednisolone couplée a du chlorambucil est plus efficace pour le traitement
de la PLE, comparé au protocole prednisolone couplée a de 1’azathioprine. Mais ces résultats sont a
moduler car les cohortes décrites sont de petites tailles. (Dandrieux et al. 2013)

Enfin, la ciclosporine apparait comme une bonne alternative pour les chiens ne répondant pas au
traitement a base de prednisolone. D’aprés (Allenspach et al. 2006) sur 14 chiens atteints d’EIC
réfractaire a la prednisolone, un traitement a base de ciclosporine a la dose de 5mg/kg une fois par jour
pendant 10 semaines a permis une amélioration des signes cliniques et de I’inflammation chez 12
chiens sur 14. Mais ces résultats sont également a moduler car les cohortes décrites sont de petite taille
et sans groupe témoin.

1.7.5 Les traitements des entéropathies inflammatoires avec perte de protéines

La prise en charge thérapeutique des PLE inclut généralement un immunosuppresseur tels que la
prednisolone ou le chlorambucil, un changement alimentaire vers une alimentation ultra pauvre en
graisse ainsi qu’une antibiothérapie (Dandrieux 2016). Cependant, certains chiens atteints de PLE
connaissent une amélioration clinique grace a un changement alimentaire seul, on parle alors de FR-
PLE. Les chiens qui nécessitent une autre intervention sont classés dans les catégories FR-IRE ou FR-
NRE (non-FR-PLE).

Cependant, une prise en charge composée uniquement d’un changement alimentaire face a la sévérité
des PLE est parfois complexe. C’est pourquoi une étude a tenté de déterminer un seuil du CCECAI
afin de distinguer les FR-PLE et les non FR-PLE et de faciliter la prise en charge. Un seuil a huit a été
proposé avec une sensibilité de 83% et une spécificité de 89% permettant de prédire la réponse au seul
changement alimentaire. Une alimentation ultra pauvre en graisse pourrait donc étre la seule prise en
charge thérapeutique nécessaire a la résolution des PLE chez les chiens dont le score CCECAI est
inférieur a huit (Nagata et al. 2020).
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Les PLE sont fréquemment associées un état d’hypercoagulabilité qui génere un risque de thrombose.
Un traitement thromboprophylaxique est donc également indiqué (deLaforcade et al. 2022). Le
mécanisme n’a pas €té encore correctement identifié mais une diminution de I’activité de 1’anti-
thrombine plasmatique, accentuée par les traitements glucocorticoides peuvent contribuer a
I’apparition de cet état. Ainsi, la thrombo-embolie pulmonaire reste la complication la plus importante
(Nagahara et al. 2021).

1.7.6 Les traitements des complications

De nombreuses complications peuvent survenir lors d’EIC et doivent étre prises en compte dans le
traitement.

L’hypocobalaminémie est courante chez le chien atteint d’EIC ou de PLE, elle est retrouvée chez
respectivement 19 a 54% et 22 a 75% des chiens atteints (Heilmann et al. 2018). La cause de
I’hypocobalaminémie n’est pas entierement élucidée, mais elle pourrait étre liée a une consommation
accrue de la cobalamine par les bactéries lors de dysbiose ou a un défaut d’absorption du a un déficit
en récepteurs dans I’iléon (Jergens, Heilmann 2022). Une complémentation pour retrouver des
concentrations sériques en cobalamine dans les valeurs usuelles est nécessaire pour tous les animaux
dont la concentration est inférieure a 400ng/L. La dose recommandée est de 50ug/kg SC 1 fois par
semaine (Kather et al. 2020).

Les PLE étant souvent compliquées d’un état d’hypercoagulabilité, la thromboprophylaxie peut étre
entreprise avec du clopidogrel (2 & 4mg/kg PO toutes les 24h) ou de I’acide acétylsalicylique a faible
dose (0,5mg/kg PO toutes les 12h) (Craven, Washabau 2019). Ces mesures sont souvent mises en
place chez les humains atteints de MICI, mais leur bénéfice n’a pas été prouvée chez le chien.
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2 Le microbiote intestinal

Le microbiote intestinal regroupe tous les micro-organismes présents dans le tube digestif, incluant
des bactéries, des archées, des champignons, des protozoaires et des virus. Il y a en moyenne pres de
10%* cellules et plus de 1000 espéces de bactéries différentes (Simpson et al. 2002). Bien que son role
crucial dans le fonctionnement des organismes soit largement reconnu, le microbiote intestinal est
souvent décrit comme un organe dont le fonctionnement reste en grande partie méconnu.

2.1 Le microbiote intestinal du chien sain

Le microbiote intestinal est essentiel non seulement pour la digestion et I'absorption des nutriments,
mais aussi pour la modulation du systéme immunitaire, la protection contre les pathogenes, et
I'influence sur le comportement du chien. Comprendre les caractéristiques d'un microbiote equilibré
chez les chiens ainsi que les facteurs susceptibles de perturber cet équilibre est indispensable afin de
maintenir le microbiote en bonne santé ou de le traiter en cas de déséquilibre (Suchodolski 2022).

2.1.1 La composition du microbiote intestinal chez un animal sain

Des connaissances de plus en plus précises sont disponibles au sujet de la composition du microbiote,
et cela grace a un progrés dans les techniques d’analyse. Concernant les connaissances actuelles qui
sont encore incompletes, des groupes de bactéries majeurs sont identifiés. D’aprés (Suchodolski et al.
2008), qui utilisent une approche de biologie moléculaire basée sur le séquencage de I’ADN codant
pour I’acide ribonucléique (ARN) 16S, quatre phyla majoritaires sont mis en évidence : Firmicutes,
Bactéroidetes, Fusobactéries et enfin Protéobactéries. Parmi eux, les Firmicutes sont les plus abondants
et les plus diversifiés, principalement représentés par les Clostridiums. lls constituent 40% des
bactéries du duodénum, 39% des bactéries du jéjunum, 25% des bactéries de I’iléum et enfin 26% des
bacteries du colon. Des clusters distincts sont présents selon la portion du tube digestif, illustrant les
différences fonctionnelles et métaboliques au sein de cette classe bactérienne. La Figure 12 présente
une répartition plus détaillée des phyla le long du tube digestif.
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Figure 12 : Répartition des phyla bactériens en fonction de [’étage intestinal chez un chien sain, (Schmitz, Suchodolski 2016).

2.1.2 Lerole fonctionnel du microbiote dans le maintien de ’'homéostasie

Le microbiote est essentiel pour le fonctionnement de 1’organisme et son interaction avec I’hote est
primordiale pour maintenir I’homéostasie. Ses divers roles sont détaillés dans la Figure 13. Considéré
comme un organe métaboliqguement actif, le microbiote posséde une diversité génétique qui permet la
présence de nombreuses enzymes et la réalisation de réactions biochimiques dépassant les capacités
de I'hdte (Suchodolski et al. 2008).
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Figure 13 : Rdles du microbiote

2.1.3 La production d’acides gras a courte chaine

Les fibres alimentaires non digestibles, ainsi que les protéines et les peptides, peuvent étre fermentés
dans le ceecum et le colon par les bactéries intestinales, comme présenté dans la Figure 14. Les
principaux produits de cette fermentation sont les AGCC, définis comme des acides gras de moins de
six carbones. Parmi eux, on retrouve l'acide formique avec un seul carbone (C1), I’acétate avec deux
carbones (C2), le propionate avec trois carbones (C3), le butyrate avec quatre carbones (C4) et le
valérate avec cing carbones (C5). Les principaux AGCC présents dans l'intestin sont C2, C3 et C4, qui
représentent plus de 95% de I'ensemble des AGCC (Ragsdale, Pierce 2008). Leurs concentrations
relatives dans I'intestin humain sont généralement de l'ordre de 3:1:1 (Fernandes et al. 2014). Il est
intéressant de noter que les différents AGCC varient selon les sites le long de I'intestin : l'acétate et le
propionate se trouvent principalement a la fois dans I'intestin gréle et le célon, tandis que le butyrate
se trouve principalement dans le c6lon et le ceecum (Vogt et al. 2015).

De multiples facteurs, dont le régime alimentaire, la diversité des especes au sein du microbiote
intestinal et I’abondance des espéces productrices jouent un réle essentiel dans la production d’AGCC
(Canfora et al. 2015).

Concernant la formation des trois principaux AGCC, l'acétate est produit a partir du pyruvate de deux
maniéeres différentes : via l'acétyl-CoA par les bactéries entériques et via la voie de Wood-Ljungdahl
(encore appelée la voie réductrice de I’acétyl-CoA) par les acétogenes, par exemple Blautia
hydrogenotrophica.

Un nombre restreint de bactéries intestinales, dont Faecalibacterium prausnitzii, Eubacterium rectale,
Eubacterium halli,, Ruminococcus bromii ainsi que des Firmicutes, assurent la majeure partie de la
production de butyrate a partir de 1’acétyl-CoA (Louis et al. 2010). La fermentation de I'amidon
résistant contribue fortement a la production de butyrate dans le célon, qui est dominée par
Ruminococcus bromii (Ze et al. 2012).
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Le propionate quant a lui est produit par deux voies différentes : la voie du succinate par les
Bacteroidetes et la voie du lactate par les Firmicutes (Louis et al. 2014).

La transformation microbienne des fibres alimentaires non-digestibles en AGCC est donc médiée par
des bactéries intestinales spécifiques. Les voies de production du propionate et du butyrate semblent
plus conservées et spécifiques du substrat, tandis que les voies de production de l'acétate sont
largement réparties entre les groupes bactériens.

Apres avoir été absorbés, les AGCC sont utilisés dans les colonocytes ou transportés vers la circulation
sanguine et vers d'autres organes. En général, les AGCC pénétrent dans les cellules par plusieurs voies
differentes, la premiére étant par diffusion passive, la seconde par la diffusion active via un
transporteur (Sun et al. 2017).
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Figure 14 : Formation, absorption et transport des AGCC (Sun et al. 2017) (modifié)

Les AGCC sont associés a une reduction du risque de diverses maladies, telles que les MICI. Et la
dysbiose chez les patients atteints de MICI est associée a une altération des voies de fermentation des
acides gras saturés chez I’humain (Machiels et al. 2014). Les AGCC jouent également un role dans le
maintien de I’intégrité de la barriére intestinale et la régulation de I’inflammation intestinale (Rhimi et
al. 2022). Par exemple, le butyrate agit comme un inhibiteur des HDACs (famille d’enzymes dites
« histones dé-acetylases », présente dans le noyau des lymphocytes T CD4+). Les HDACs, regroupant
18 isoformes et quatre groupes, soustraient les groupes acétyls des protéines histones et des protéines
non-histones, altérant ainsi la transcription de certaines molécules. HDACL, par exemple, favorise
I’apoptose de certains lymphocytes et a un pouvoir anti-inflammatoire (Zimmerman et al. 2012). La
Figure 15 résume ce processus.
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Figure 15 : Modele schématique d une colite lors d’EIC expérimentale chez la souris présentant les effets anti-inflammatoires du
butyrate dérivé de F. prausnitzi (Zhou et al. 2018). L inhibition de I'HDACI inhibe la voie IL6 / STAT3 / IL17 et permet la synthése de
Foxp3. Cela réduit ainsi l’activité des cellules Th17 inflammatoires et favorise la différenciation des cellules Treg anti-inflammatoire.

La modification du rapport entre les cellules Th17 et Treg a un impact sur les cytokines, améliorant ainsi les Iésions coliques lors

d’entéropathie inflammatoire chronique.
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2.1.4 La biotransformation des acides biliaires

Les acides biliaires primaires, tels que I'acide cholique (CA) et I'acide chénodésoxycholique (CDCA),
sont produits par le foie a partir du cholestérol. Initialement hydrophobes, ces molécules deviennent
hydrosolubles grace a leur conjugaison avec deux acides aminés : la taurine ou la glycine. Les acides
biliaires conjugués sont ensuite sécrétés par le foie dans les conduits biliaires et rejoignent la vésicule
biliaire, ou ils sont concentrés avant d'étre exportés dans le duodénum (Pellicciari et al. 2004). 95%
des acides biliaires se lient & des protéines pour entrer dans le cycle entéro-hépatique, tandis que les
5% restants atteignent le clon (Wang et al. 2022). Un schéma explicatif est propose en Figure 16.

Le microbiote intestinal joue un rdle dans la régulation du métabolisme des acides biliaires en
modifiant leur profil via plusieurs réactions enzymatiques de déconjugaison et de déhydroxylation,
permettant la conversion des acides biliaires primaires en acides biliaires secondaires avec
principalement Il'acide lithocholique (LCA), [lacide desoxycholique (DCA) et [lacide
ursodésoxycholique (UDCA) (Blake et al. 2019).

Les acides biliaires peuvent également influencer la composition du microbiote, grace a leurs
puissantes propriétés antimicrobiennes, essentielles a I'immunité intestinale (Keitel et al. 2019; Percy-
Robb, Collee 1972). Leur action antibactérienne repose sur leur capacité a endommager la membrane
cellulaire des bactéries, entrainant une fuite des composés intracellulaires et la mort bactérienne
(Sannasiddappa et al. 2017). Le Tableau 11 résume certaines actions des acides biliaires sur le
microbiote.
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Tableau 11 : Actions des acides biliaires sur la composition du microbiote

Acides biliaires Actions Références

Acide biliaire non conjugué Activité antimicrobienne sur (Sannasiddappa et al.

Staphyloccocus aureus 2017)

Activité antimicrobienne sur

LCA Escherichia coli, Bacillus (do Nascimento et al.

cereus, Pseudomonas 2015)

aeruginosa
Action antimicrobienne et anti-
UCDA inflammatoire lors de gastrite (Thao et al. 2008)

induite par Helicobacter pylori
Augmente I’abondance en
Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus lactis.

(Friedman et al. 2018)

Activation du FXR par les
acides biliaires primaires

Effets anti-inflammatoires et
antimicrobiens principalement | (Thibaut, Bindels 2022)
localisés a I’iléon

Outre I’action des acides biliaires sur la modulation du microbiote, ce sont également de puissantes
molécules de signalisation, ciblant des récepteurs comme le récepteur du farnesoid X (FXR), le
récepteur du prégane X (PXR), le récepteur de la vitamine D (VDR) et le récepteur 5 couplé a la
protéine G takeda (TGR5).

Enfin les acides biliaires secondaires sont associés a la régulation immunitaire (Sun et al. 2008), et a
la carcinogenése (Ogawa et al. 1998). Ces observations indiquent que les acides biliaires sont essentiels
au maintien de I’homéostasie de I’intestin, et que leur régulation est primordiale car ils peuvent avoir
des effets toxiques sur 1’organisme.
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Elimination fécale

Figure 16 : Métabolisme des acides biliaires (Winston, Theriot 2020). Abréviations : CA = Acide cholique ; CDCA = Acide
chénodésoxycholique ; DCA = Acide désoxycholique ; UDCA = Acide ursodésoxycholique ; LCA = Acide litocholique

2.1.5 Les acides aminés, I'exemple du tryptophane

Le tryptophane est un acide aminé essentiel chez le chien et un précurseur de métabolites tels que la
kynurénine, la sérotonine, la mélatonine et I'indole. Les indoles, produits uniquement par les bactéries
telles que Lactobacillius reuteri, interviennent dans la formation des lymphocytes intraépithéliaux
double-positifs qui permettent la tolérance de certains composés alimentaires (Cervantes-Barragan et
al. 2017). Les métabolites du tryptophanes ont démontré également leur capacité a augmenter
I'expression des genes liés a I'amélioration de I'homéostasie intestinale, a réduire la perméabilité
intestinale et & accroitre la production de mucine chez d'autres espéeces (Berstad et al. 2015; Kim et al.
2010).

2.1.6 L'équilibre protéolytique et le microbiote

Les protéases du microbiote intestinal jouent un rdle fonctionnel essentiel a la fois dans des conditions
physiologiques et pathologiques. Bien que souvent considérées comme des enzymes digestives
uniquement, des études récentes ont montré qu'elles sont indispensables au maintien de 1’équilibre du
microbiote, notamment pour la survie des bactéries, leur réponse au stress et leur pathogénicité (Culp,
Wright 2017). Ces enzymes agissent comme des molécules de signalisation qui clivent et activent les
récepteurs activés par les protéases (PARS), appartenant a la famille des protéines G couplées (Hansen
et al. 2008).

Les protéases hautes températures (HtrA) sont une famille de protéases a sérine souvent étudiées lors
de MICI. Les protéases a sérine participent a diverses fonctions incluant la réponse immunitaire, la
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digestion et la coagulation. Les Htra interviennent directement sur la croissance de certaines bactéries
invasives et participent a la protéolyse (Kim, Kim 2005). Dans le milieu extra-cellulaire les Htra
favorisent la colonisation bactérienne et I’invasion des tissus, en ciblant les composants de la matrice
extra-cellulaire, les protéoglycanes et les protéines jonctionnelles (Wessler et al. 2017). Elles sont
souvent associées a la presence de Bacillus anthracis, Borrelia burgdorferi, Campylobacter jejuni,
Helicobacter pylori, et Escherichia coli (Boehm et al. 2012).

Il est également important de souligner que des bactéries non pathogénes du microbiote peuvent
produire des protéases contribuant également a la pathogénie des MICI. Par exemple, la subtilisine
produite par Bacillus subtilis active la prothrombine et déclenche ’agrégation plaquettaire et la
coagulation plasmatique (Pontarollo et al. 2017). Ceci augmente donc le risque de thrombo-embolie
chez les patients atteints de MICI (Giannotta et al. 2015).

En plus des protéases a sérine, les protéases a cystéine font I’objet de recherches croissantes. Elles
permettent le renouvellement des peptidoglycanes, et sont des facteurs de virulence clés en ciblant les
défenses immunitaires de I’hote. Par exemple la gingipaine est une protéase synthétisée par
Porphyromonas gingivalis, tout d’abord liée a la maladie parodontale, mais qui serait aussi un des
protagonistes de la pathogénie des MICI (Brito et al. 2013). L’administration de P. gingivalis augmente
la perméabilité de la muqueuse intestinale et modifie la composition du microbiote, et s’accompagne
d’une augmentation de TNFa et IL6 (Nakajima et al. 2015).

Les protéases représentent des cibles thérapeutiques pertinentes et offrent une opportunité pour lutter
contre I’inflammation lors des maladies telles que les EIC. De plus leur lien étroit avec certaines
bactéries du microbiote, permet d’agir indirectement sur leur abondance, en intervenant sur les
bactéries du microbiote responsables de leur métabolisme.

2.1.7 Larégulation de I'activité protéolytique, les inhibiteurs microbiens des
protéases

Les serpines constituent la plus grande famille d’inhibiteur des protéases a sérine, avec pres de 3000
serpines identifiées (Silverman et al. 2010). Outre leur réle d’inhibiteur, les serpines agissent comme
des protéines chaperones (Silverman et al. 2010), des transporteurs (Zhou et al. 2006) et des facteurs
anti-angiogeéniques (Selbonne et al. 2012). Elles sont impliquées dans la coagulation sanguine, dans la
réponse inflammatoire ainsi que dans le remodelage tissulaire (Silverman et al. 2010). Leur distribution
ne se limite pas uniquement a I’intestin.

Seules quatre serpines microbiennes ont été fonctionnellement caractérisées, et sont produites par
Bifidobacterium longum, Eubacterium siraeum et Eubacterium saburreum. Elles jouent un rdle
majeur dans la relation héte-bactérie. Par exemple, les Bifidobactéries présentes dans le tractus
intestinal, sont connues pour leur réle immunomodulateur. Elles possédent un large répertoire de
genes, activés en réponse aux conditions hostiles de I’environnement intestinal, permettant ainsi une
bonne adaptation et une bonne résistance (Duboux et al. 2021). Ces observations soulignent 1’intérét
des serpines du microbiote intestinal dans la régulation de I’inflammation intestinale. La modulation
du microbiote pourrait viser & promouvoir le serpinome intestinal pour contrer les effets délétéres des
protéases.

2.2 Les méthodes d’analyse du microbiote
L'analyse du microbiote est possible par plusieurs méthodes. Historiqguement, les cultures bactériennes

ont permis d'identifier et de caractériser certaines especes microbiennes, mais cette approche est
limitée par son incapacité a cultiver toutes les espéces présentes. Les outils moléculaires, comme le
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séquencage de I’ADN codant pour I’ARN 16S, ont révolutionné I'analyse en permettant une
identification précise des bactéries.

2.2.1 La culture bactérienne

Une des premieres méthodes développées par les scientifiques pour étudier le microbiote est la culture
bactérienne. Cette derniére s’avere trés efficace lorsqu’il s’agit de s’intéresser a une famille
bactérienne donnée, mais pas suffisant pour caractériser le microbiote dans son ensemble. Ses limites
sont les suivantes :

- Un manqgue d'informations sur les conditions de croissance optimales pour divers micro-

organismes.

- Lasensibilité des bactéries anaérobies, souvent endommagées lors du prélévement.

- Ladifficulté a recréer les interactions mutualistes essentielles au sein du microbiote.
En raison de ces limites, seulement 5% des bactéries du microbiote peuvent étre cultivées, et une partie
encore plus faible peut étre correctement identifiée et classifiee (Suchodolski 2011).

2.2.2 L'analyse de I'acide désoxyribonucléique codant pour I'acide ribonucléique 16S

Le séquencage de l'acide ribonucléiqgue (ARN) 16S est une technique utilisée pour étudier la
composition du microbiote en ciblant une région spécifique de I'ARN présente dans le génome
bactérien. Le principe de cette technique repose sur la capacité de I'ARN 16S a varier légerement d'une
espéce bactérienne a une autre, tout en possedant des régions conservées, ce qui permet d'utiliser ces
régions conservees comme amorces pour la réaction en chaine par polymérase (PCR). Une bréve
description des différentes étapes est proposée ci-dessous (Huttenhower et al. 2012; Diene et al. 2014).

Etape 1 : Extraction de I'ADN bactérien
Extraction de I’ADN bactérien a partir d’un échantillon (dans cette étude les selles)

Etape 2 : Amplification de I'ARN 16S par PCR

Des amorces spécifiques ciblant la région de I'ARN 16S sont utilisées pour amplifier cette région par
PCR (Figure 7). Les amorces sont congues pour se lier aux régions conservées de I'ARN 16S, ce qui
permet d'amplifier spécifiquement cette région a partir de diverses espéces bactériennes.

Etape 3 : Séquencage de I'ARN 16S

Par exemple, sur la Figure 17 le couple d'amorce V3-V5 permet par exemple de séquencer une région
de 500 nucleotides contenant 3 régions variables.

Les fragments amplifiés d'/ARN 16S sont ensuite séquencés a l'aide de techniques de séquencage de
I'ADN, telles que le séquencage par chromatographie de Sanger traditionnel ou le séquencage a haut
débit. Ces sequences fournissent des informations sur la composition et la diversité des especes
bactériennes présentes dans I'échantillon.

200 400 600 800 1000 1200 1400 bp
- -
- -
- -
- -

Figure 17 : Similarités des séquences d'ARN 16S entre plusieurs bactéries
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Etape 4 : Analyse bio-informatique

Un fichier contenant I'ensemble des séquences est obtenu apres séquencage. Aprés plusieurs étapes de
filtrage et de nettoyage de ces données, il faut assigner a chaque séquence le nom de la bactérie qui lui
correspond.

Une fois 1’assignation taxonomique réalisée, il suffit de compter le nombre d'espéces présentes dans
chaque échantillon et de construire la table des unités taxonomiques opérationnelles (OTUs).

La notion d'espéce est difficile avec les bactéries, on parle plutét d'OTU pour définir un ensemble de

bactéries similaires a plus de 97 %.

Etape 5 : La table des OTUs

La table des OTUs est un tableau a double entrées contenant le nombre de séquences par OTU et par
échantillon, on parle d'abondance. Ces abondances absolues sont normalisées afin de rendre les
échantillons comparables. Plusieurs méthodes de normalisation existent, mais la plus courante est
d'utiliser les pourcentages. Sur la Figure 18, les échantillons 1 et 3 ont tous les deux une abondance
absolue de 3 en bactéries rouges. En pourcentage, leurs abondances relatives deviennent 42,8 % et 75
% respectivement.

echantilion 1 echantillon 2 echantilion 3

Sequencage

l

echantillon 1 echantillon 2 echantillon 3

1) 1 aan 2 1.
3420\ 6 00\
3. 0 3,

Table des OTUs
Figure 18 : Tables des OTUs
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2.2.3 Laréaction en chaine par polymérase quantitative

La gPCR est une technique employée pour mesurer la quantité d’ADN ou d'’ARN cibles dans un
échantillon. Elle repose sur les mémes principes que la PCR classique, mais permet également de
déterminer la quantité initiale de cibles présentes.

Les principales étapes de la PCR quantitative sont les suivantes :

Etapes 1 :_Amplification de la cible

L'ADN ou I'ARN cible est amplifié grace a des amorces spécifiques et une ADN polymérase
thermostable. Contrairement a la PCR classique, la gPCR utilise des fluorochromes ou des sondes
fluorescentes qui se lient a la cible au cours de I'amplification.

Etapes 2 :_Détection de la fluorescence
A chaque cycle d'amplification, les fluorochromes ou sondes fluorescentes se fixent a la cible
amplifiée, émettant ainsi de la fluorescence mesurée en temps réel.

Etapes 3 :_Construction d'une courbe standard

Pour quantifier la cible initiale dans I'échantillon, une courbe standard est établie a partir d'échantillons
de référence contenant des concentrations connues de la cible. Cette courbe est générée en mesurant
la fluorescence a diverses concentrations des échantillons de référence.

Etapes 4 : Quantification de la cible

La quantité initiale de la cible dans I'échantillon inconnu est déterminée en comparant sa fluorescence
a celle des échantillons de la courbe standard. Cela permet une quantification précise de I'ADN ou de
I'ARN cible présent dans I'échantillon.

La gPCR est couramment utilisée en biologie moléculaire pour quantifier des quantités spécifiques
dADN ou d'ARN dans divers types d'échantillons, comme des échantillons cliniques,
environnementaux ou expérimentaux. Elle se distingue par sa sensibilité élevée, sa précision et sa large
plage de détection, ce qui en fait une méthode puissante pour de nombreuses applications en recherche
et en diagnostic (Taylor et al. 2019).

2.2.4 La méthode d’hybridation fluorescente in situ

La technique d’hybridation fluorescente in situ (FISH) est une méthode employée pour détecter et
localiser précisément des séquences d'’ADN ou d'ARN au sein d'échantillons biologiques. Elle repose
sur I'nybridation de sondes fluorescentes spécifiques a la séquence cible, suivie de la détection de la
fluorescence émise par les sondes fixées.

Les principales étapes de la technique FISH sont les suivantes :

Etape 1 :_Préparation de I'échantillon

L'échantillon biologique est fixé sur une lame ou une membrane de verre, puis traité pour rendre les
membranes cellulaires permeéables et dénaturer les acides nucléiques, facilitant ainsi I'accés des sondes
a la cible ADN ou ARN.
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Etape 2 : Hybridation des sondes fluorescentes

Des sondes fluorescentes marquées avec des colorants spécifiques, complémentaires a la séquence
d’ADN ou d'ARN cible, sont hybridées avec cette derniere dans I'échantillon, formant ainsi des
complexes ADN-sonde.

Etape 3 : Lavage des complexes ADN-sonde
Apres I'hybridation, I'échantillon est lavé pour éliminer les sondes non liées, réduisant le bruit de fond
et augmentant la spécificité de la détection.

Etape 4 : Détection de la fluorescence

La fluorescence émise par les sondes fixées est observée a l'aide d'un microscope a fluorescence. Les
sondes spécifiqguement liées a la séquence cible émettent une fluorescence distinctive, permettant ainsi
de localiser et quantifier la présence de la cible dans I'échantillon.

La technique FISH se distingue par sa grande spécificité et sensibilité dans la détection de sequences
d’ADN ou d’ARN spécifiques dans divers échantillons biologiques. Elle est largement utilisée en
biologie moléculaire pour des applications variées, telles que l'identification de chromosomes
spécifiques, la détection de micro-organismes dans des échantillons cliniques ou environnementaux,
et I'étude de 1'organisation spatiale de 'ADN dans le noyau cellulaire. C’est une méthode qui permet
un diagnostic de certitude lors de suspicion de colite histiocytaire chez le Boxer (Simpson et al. 2006).

2.2.5 Les limites des outils moléculaires

Les outils moléculaires présentent des limites importantes. Les résultats peuvent varier en fonction de
la méthode d’extraction de ’ADN utilisée (bille, chauffage dans un tampon) ainsi que des amorces
sélectionnées, qui peuvent parfois sous-estimer certaines populations bactériennes (Suchodolski et al.
2009). Par exemple, en raison de la grande diversité bactérienne dans I’intestin, les groupes de faible
abondance représentent une fraction de bactéries si réduite, qu’ils échappent souvent a I’identification,
méme lorsque des séquencage a haut débit utilisant des amorces a large gamme sont employées
(Suchodolski 2011). Enfin un autre biais identifié concerne le nombre d’opérons qui constituent le
geéne de I’ARN 168, qui peut varier considérablement (de 1 & 15) selon les populations bactériennes.
Ainsi celles qui possédent un nombre d’opérons plus élevé sont surestimées (Rastogi et al. 2009).

2.2.6 Les notions de métagénomique et transcriptomique

Le métagénome est défini comme la collection de tous les genes de 1’hote et des micro-organismes
présents un échantillon. En métagénomique, ’ADN est extrait d’échantillons intestinaux, puis
sequencé de maniere aléatoire. Cela permet donc de caractériser tous les génes, qu’ils proviennent de
I’héte ou des micro-organismes intestinaux. Cette approche répond a la question « Qui est [a ? », mais
ne donne malheureusement pas d’information sur 1’aspect fonctionnel du microbiote (Suchodolski
2011).

Malgré les différences phylogénétiques entre les microbiotes des individus, les métabolites produits et
les fonctions auxquelles ils répondent sont sensiblement les mémes d’un individu a 1’autre. Par
exemple, I’administration d’antibiotiques a un impact profond sur la composition du microbiote
intestinal mais ces changements microbiens ne sont pas nécessairement corrélés avec une modification
de la fonction intestinale, qui reste assurée (Suchodolski et al. 2009). Ainsi, malgré les variations
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d’abondance relative de certaines bactéries, les individus possédent des génes microbiens et des voies
métaboliques similaires (Swanson et al. 2011). Certains auteurs parlent de redondance fonctionnelle
du microbiote intestinal (Dethlefsen et al. 2008). Les différents micro-organismes du microbiote
remplissent donc des fonctions similaires et, si un groupe est moins abondant en raison de facteurs
externes comme la prise d’antibiotique, d’autres micro-organismes compensent pour maintenir la
fonctionnalité du microbiote.

Ces résultats soulignent I’importance d’évaluer a la fois la métagénomique et la transcriptomique du
microbiote intestinal. On peut définir le transcriptome comme la collection de tous les ARN issus de
I’hote et des micro-organismes intestinaux. En transcriptomique ¢’est ’ARNm qui est extrait des
échantillons intestinaux et séquencé de maniere aléatoire fournissant ainsi des informations sur les
génes activement exprimés.

2.3 La modification du microbiote lors d’entéropathie inflammatoire
chronique

Le microbiote est donc étroitement lié a la physiologie intestinale. Cette communauté hautement
complexe évolue et s’adapte aux différentes situations auxquelles I’hote fait face grace a sa grande
plasticité. Cette partie s’intéresse donc aux changements dans la composition du microbiote chez les
chiens atteints de d’EIC, tout en gardant a 1’esprit que la composition d’un microbiote sain reste encore
mal définie.

2.3.1 La dyshiose du microbiote intestinal

La dysbiose du microbiote intestinal est un concept en constante évolution, actuellement définie par
un changement dans la diversité et 1’abondance des éléments du microbiote, ainsi que par une
modification fonctionnelle (Suchodolski 2022). Cette dysbiose est corrélée avec plusieurs maladies
inflammatoires chez le chien, comme I’EIC (Schmitz et al. 2015). Pour mieux caractériser cette
dysbiose, un indice de dysbiose fécal a été développé avec 9 valeurs qui comprennent les bactéries les
plus couramment atteintes lors d’entéropathie inflammatoire chronique, et qui est détaillé dans la partie
1.6.3.

La Figure 19 présente les variations des populations bactériennes dans différents environnements,
notamment lors d’EIC.
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Figure 19 : Facteurs majeurs influengant la composition bactérienne du microbiote intestinal (Tuniyazi et al. 2022)

2.3.2 La modification du métabolisme des acides biliaires

Le metabolisme des acides biliaires est en partie dépendant du microbiote intestinal et de ses bacteries.
Lors d’EIC, la concentration fécale en acides biliaires primaires augmente, ce qui est positivement
corrélé avec I’augmentation de certaines bactéries pathologiques telles que les Proteobactéries, les
Actinobactéries et Escherichia coli (Xu et al. 2022). Ces bactéries pathologiques causent des infections
et des inflammations affectant le cycle entéro-hépatique des acides biliaires et perturbent I’homéostasie
des récepteurs aux acides biliaires (Li et al. 2021). Ainsi, la malabsorption biliaire est un signe commun
chez les patients atteints d’EIC, avec notamment la diminution de I’activité du transporteur de la bile
dépendant du sodium (ASBT) dans I’iléon, ce qui mene a la diminution de I’absorption intestinale.
(Kriaa et al. 2022).

De plus lors d’EIC, il y a une réduction des biotransformations et des déconjugaisons menant a un
niveau élevé d’acides biliaires conjugués, un niveau faible d’acides biliaires secondaires et un niveau
élevé d’acides biliaires primaires (Das et al. 2019; Heinken et al. 2019; Duboc et al. 2013). Ces effets
sont attribués a la diminution de 1’abondance d’une enzyme responsable de 1’hydrolyse des acides
biliaires (BSH) dans le microbiote intestinal permettant la déconjugaison des acides biliaires (Heinken
et al. 2019). De plus, I’activité de la BSH est inhibée lorsque le potentiel hydrogene (pH) descend en-
dessous de 6,5, et les individus atteint d’EIC présentent un pH dans les selles plus acide, en moyenne
5,2. Cette acidification inhibe donc I’action catalytique des enzymes precédemment citées qui
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interviennent dans la conversion des acides biliaires primaires en acides biliaires secondaires (Kruis et
al. 1986).

La diminution en acides biliaires secondaires tels que le LCA et le DCA est souvent corrélé a la
diminution des bactéries productrices d’acides biliaires secondaires telles que les Firmicutes, les
Clostridium IV et XIVa, les Butyricicoccus, Faecalibacterium, Ruminococcaceae et Roseburia. Ces
bactéries sont connues pour exprimer la BSH (Pan et al. 2024).

Des changements dans les ratios de certains acides biliaires servent d’indicateurs dans les changements
du microbiote intestinal. Par exemple le ration DCA/(DCA+CA) diminue lors de diminution d’une
enzyme intervenant dans la déshydroxylation, qui est de plus positivement corrélée avec la présente
de Clostridium XI1Va (Murakami et al. 2018).

La Figure 20 propose une schématisation du profil des acides biliaires lors de MICI.
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Figure 20 : Profils des acides biliaires dans le célon chez les patients sains et chez les patients atteints du MICI. DCA = acide
désoxycholique ; CDCA = acide chénodésoxycholique ; LCA = acide litocholique ; BSH deconjugation = enzyme responsable de
I’hydrolyse des acides biliaires ; AB 13" = acide biliaire primaire ; T/GCA = acide cholique conjuguée a la Taurine/Glycine ;
T/GCDCA = acide chénodésoxycholique conjuguée a la Taurine/Glycine (Kriaa et al. 2022)

2.3.3 La modification du métabolisme des acides gras a courte chaine

Le métabolisme des AGCC peut étre modifié lors d’EIC. Des niveaux trés faibles d’acétate et de
propionate sont détectés dans les selles de chiens atteints d’EIC par rapport aux niveaux mesurés chez
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des chiens sains (Derrien et al. 2019). Cette diminution est également observée pour le butyrate, dont
la baisse de concentration est cohérente avec la réduction des bactéries responsables de sa synthese,
comme Faecalibacterium prausnitzii (Mkaouar et al. 2021).

2.3.4 La modification de I'activité des protéases a sérine et a cystéine

En conditions physiologiques, ’activité des protéases a Sérine est trés finement régulée. Un
déséquilibre de leur activité est associé a des troubles gastro-intestinaux sévéres, observés chez les
patients humains atteints d’EIC (Jablaoui et al. 2020; Vergnolle 2016). Ces troubles sont causés par
I’activation du systeme PAR-2 (Motta et al. 2020), le clivage de protéines de jonction (Dabek et al.
2011) ainsi que par la synthése de cytokines et de chémokines médiatrices de I’inflammation (Mortier
et al. 2010). Il a été montré que I'expression de PAR-2 et que l'activité fécale des protéases a sérine
sont plus élevées chez les chiens atteints de MICI que chez les chiens sains (MAEDA et al. 2014).
Les protéases a cystéine exercent leur action par attaque nucléophile. Elles sont impliquées dans divers
processus biologiques tels que la sénescence cellulaire, I'apoptose, la réponse immunitaire via le
complexe majeur d’histocompatibilit¢ I (CMH II), et le remodelage de la matrice extracellulaire
(MEC) (Chapman et al. 1997). Parmi ces protéases a cystéine, on retrouve les caspases et les
cathepsines, etudiées chez 1’humain pour leur réle dans la pathogénie de la MICI (Green 2022).
Enfin, concernant les métalloprotéases (MMP) et parmi elles les MMP-2 et MMP-9 sont
particulierement étudiées pour leur régulation a la hausse chez les chiens atteints d'EIC comparés aux
chiens sains (Hanifeh et al. 2018). Chez I'humain, ces enzymes participent a la réorganisation et la
dégradation de la membrane basale de MEC, contribuant a des lésions ulcératives et des dommages
épithéliaux (Gao et al. 2005). Elles jouent également un rdle dans la migration des neutrophiles et
I'augmentation de la perméabilité des membranes (Gao et al. 2005; Ravi et al. 2007).
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2.3.5 La modification des serpines, inhibiteurs des protéases a sérine

La Figure 21 compare I’environnement intestinal lors d’EIC et lorsque 1’homéostasie est présente.
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Figure 21 : Comparaison de la lumiére intestinale en condition physiologique et de la lumiére intestinale lors d’entéropathie
inflammatoire chronique (Mkaouar et al. 2021).

Dans les conditions physiologiques, ou I’homéostasie est maintenue, le microbiote intestinal induit un
phénotype de tolérance immunitaire chez 1’hdte. L’activité des protéases est étroitement régulée par
leur inhibiteur respectif, comme les serpines pour les protéases a sérine, issues de 1’hote ou du
microbiote. L’une des principales caractéristiques des EIC est D’altération de composition du
microbiote intestinal et cette dysbiose est marquée par une diminution de la diversité du microbiote,
qui inclue une diminution des symbiotes bénéfiques et une augmentation des symbiotes pathogenes.
La dérégulation de la balance protéolytique avec une augmentation de I’activité des protéases altere la
barriére intestinale et exacerbe I’inflammation.

Le microbiote joue donc un role primordial dans 1’homéostasie digestive, et 1’installation d’une
dysbiose est susceptible de rompre cet équilibre et de contribuer a I’apparition de 1’inflammation
intestinale.

2.3.6 La modification du métabolisme du tryptophane

Chez les humains atteints de MICI, on a constaté une augmentation de I'expression de I'enzyme
indoleamine 2,3 dioxygénase 1 (IDO-1) qui limite le métabolisme du tryptophane et entraine une
baisse des concentrations sériques de tryptophane. Des résultats similaires ont été observés chez les
chats atteints d’EIC, ou les niveaux de tryptophane sérique sont inversement corrélés a la sévérité de
la maladie (Sakai et al. 2018). Le tryptophane est le seul acide aminé dont la concentration a diminué
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dans le sérum de chiens atteints de PLE, et cette diminution est corrélée a une baisse de lI'albumine
sérique et a des résultats cliniques plus médiocres (Kathrani et al. 2018). De plus, chez les chiens
atteints de MICI, plusieurs composés indoliques se sont réveéles étre significativement plus faibles que
les autres.

2.4 Les moyens disponibles pour moduler le microbiote

Cette partie vise a explorer les moyens disponibles pour moduler le microbiote, afin de passer d'un
microbiote dysbiotique a un microbiote eubiotique, capable de remplir ses fonctions et de contribuer a
la résolution de I’EIC.

2.4.1 L’alimentation

L’alimentation reste 1’une des voies les plus simples et efficaces pour modifier la composition et le
fonctionnement du microbiote (Dupouy-Manescau et al. 2024).

Une alimentation riche en fibres peut étre proposée en premiere intention lors d’une EIC, car elle a un
effet bénéfique sur le microbiote. Toutes les fibres ne sont pas identiques et leurs avantages et effets
secondaires varient selon leurs caractéristiques. Les fibres se distinguent par leur solubilité et leur
fermentabilité intestinale. La plupart des fibres solubles sont fermentescibles (comme le psyllium),
tandis que la majorité des fibres insolubles ne le sont pas (comme la cellulose). La fermentation
bactérienne des fibres produit des AGCC, qui soutiennent la croissance et I'activité du microbiote
intestinal, en particulier les especes Bifidobacteria et Lactobacilli, tout en inhibant certaines especes
pathogenes (Tolbert et al. 2022).

Les protéines présentes dans I’alimentation sont indispensables pour fournir une source d'acides
aminés essentiels et d'azote pour synthétiser les acides aminés non essentiels. Les acides aminés
essentiels servent d'éléments de base pour la synthése des protéines structurelles et des hormones tant
par I’hdte que par les bactéries. Les acides amines non essentiels sont utilisés comme source d'énergie
et d'azote (National Research Council 2006). Cependant, les protéines présentes dans 1’aliment sont
souvent impliquées dans le développement de réactions d’hypersensibilit¢ chez les chiens.
L'immunogénicité des protéines est liée a leur structure, c'est pourquoi les stratégies therapeutiques
visent a réduire la réponse immunitaire aux protéines présentes dans l'alimentation. Cela se fait en
proposant un aliment contenant soit une nouvelle source de protéines, soit des protéines hydrolysées.
En effet, I'nydrolyse enzymatique modifie la structure de la protéine et la décompose en fragments
polypeptidiques, afin de minimiser son immunogénicité par rapport a la protéine intacte (Cave 2006).
Les protéines hydrolysées possédent également un effet bénéfique sur le microbiote en jouant sur la
biotransformation des sels biliaires (Wang et al. 2019).

2.4.2 Les probiotiques

Les probiotiques sont définis par 1’Organisation Mondiale de la Santé en 2001 comme « des micro-
organismes vivants qui, lorsqu’ils sont administrés en quantités adéquates, conferent un bénéfice pour
la santé de 1’hote ». Que ce soit chez I’humain ou chez le chien atteint d’une EIC, les études évaluant
les bénéfices réels des probiotiques sont rares.

Deux études ont été publiées a ce sujet. Un essai randomisé portant sur le consortium de souches
VSL#3 (un probiotique qui réunit différentes souches a haute dose contenant des bactéries lyophilisées
viables) compare deux groupes de chiens atteints de MICI. Le premier groupe est traité avec
I’association prednisolone - métronidazole, et le deuxieme groupe de chiens est traité avec le VSL#3.
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Un effet protecteur des souches VSL#3 a été observé avec une diminution significative des scores
cliniques et histologiques et une diminution de l'infiltration de cellules inflammatoires dans la
mugqueuse intestinale. Une augmentation des marqueurs des cellules régulatrices de 1’inflammation a
été observée dans le groupe traité par le VSL#3 et non dans le groupe recevant 1’association
prednisolone-métronidazole. Une résolution de la dysbiose aprés un traitement a long terme a été
observée dans le groupe VSL#3. Mais des études a plus grande échelle sont nécessaires (Rossi et al.
2014). Dans une autre étude portant également sur des chiens atteints de MICI, la levure
Saccharomyces boulardii administrée deux fois par jour a la dose de 10°/kg a été testée. Un premier
groupe a recu un traitement de prednisolone associé au métronidazole, tandis que le deuxieme groupe
a recu une supplémentation en Saccharomyces boulardii. Le groupe recevant en plus le probiotique a
montré un score CCECAI plus bas au 45°™ et 60°™ jour (D’ Angelo et al. 2018).

D’autres études sont encore nécessaires pour élargir ’utilisation des probiotiques en pratique courante,
mais les premiers résultats sont encourageants avec jusqu’a présent aucun effet secondaire rapporté.

2.4.3 Les prébiotiques

Les prébiotiques sont des substrats non vivants qui servent de nutriments pour les micro-organismes
bénéfiques du microbiote intestinal. Ils peuvent influencer I’activit¢é métabolique microbienne,
notamment en favorisant la synthése des AGCC (Aggeletopoulou et al. 2019). Des études menées sur
des rats et des humains souffrant d’EIC et, traité en complément avec des prebiotiques ont montré une
amélioration des lésions histologiques, une réduction de certaines cytokines pro-inflammatoires ainsi
que la réduction du stress oxydatif (Rufino et al. 2018). Malheureusement aucun essai clinique
randomisé n’a confirmé ce bénéfice chez les chiens atteints d’EIC. Deux études se sont intéressees aux
B-glucanes et aux mannan-oligosaccharides (MOS), mais avec des effectifs limités, rendant
I’interprétation des résultats difficile. Comme pour les probiotiques, les preuves de leur efficacité sont
limitées tant chez le chien que chez I’humain. Leur utilisation semble slre avec aucun effet secondaire
rapporté, son utilisation est donc a prendre en considération. Les fructooligosaccharides (FOS) seraient
plus performant que les autres prébiotiques, mais nécessitent encore davantage d’études (Pinna et al.
2018).

2.4.4 Les symbiotiques

Les symbiotiques sont une combinaison de probiotiques et de prébiotiques dans un seul et méme
produit. Une étude récente portait sur 1’Intesto-Guard™, produit combinant des probiotiques
(Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Enterococcus faecium, Bacillus subtilis), des
prébiotiques (R-glucanes, MOS, D-mannose) ainsi que des immunoglobulines Y dérivées du jaune
d’ceuf de poule. Des chiens atteints d’EIC ont regu cette préparation ou un placebo en plus d’un
changement alimentaire vers une alimentation a base de protéines hydrolysées. Durant le suivi, une
diminution plus importante des marqueurs inflammatoires tels que la calprotectine fécale et la CRP, a
pu étre mise en évidence sur les chiens recevant I’Intesto-Guard™. Cependant, aucun bénéfice
concomitant des signes cliniques n’a pu étre observé (Peters et al. 2021).

2.4.5 Les postbiotiques
Les postbiotiques sont des micro-organismes morts ou des métabolites microbiens qui produisent des

effets bénefiques sur la santé (D’Angelo et al. 2018). Ces effets bénéfiques sont de nature anti-
inflammatoire, anti-oxydante, immunomodulatrice et anti-cancéreuse (Dobson et al. 2012).
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Cependant, aucune étude s’intéressant a 1’utilisation seule de postbiotiques chez le chien n’est
référencee.

2.4.6 Lacholestyramine

La cholestyramine est une résine synthétique basique échangeuse d’ions qui présente une forte affinité
pour les acides biliaires. Ces derniers se lient a la cholestyramine pour former un complexe insoluble
qui empéche la réalisation du cycle entéro-hépatique et augmente leur élimination fécale. Ses effets
bénéfiques résident donc dans une correction de I’excés d’acides biliaires conjugués causé par la
réduction des bactéries exprimant la BSH lors de dyshiose. La cholestyramine réduit également
I’expression du récepteur du transporteur des acides biliaires dépendant du sodium, situé a 1’extrémité
apicale des cellules de I’iléon (Toresson et al. 2021). Ses différents atouts en font une éventuelle
solution thérapeutique pertinente dans le traitement des EIC, bien que des études doivent étre encore
menée pour bien comprendre et encadrer son utilisation.

2.4.7 Les antibiotiques

Auparavant les antibiotiques étaient couramment utilisés avec succes pour la prise en charge de
certains signes digestifs. Cependant I’avancée des connaissances du microbiote tempére voire réfute
leur utilisation dans cette indication précise. Diverses études ont examiné [I’utilisation du
métronidazole et de la tylosine, et révelent que ces antibiotiques présentent plusieurs effets néfastes :
- lls réduisent considérablement la diversité bactérienne, et modifient les proportions des
différentes familles bactériennes (Igarashi et al. 2014; Pilla et al. 2020),
- lls diminuent la proportion d’acides biliaires secondaires et augmentent la proportion d’acides
biliaires primaires non conjugues (Belchik et al. 2023),
- lls favorisent les lactates fécaux (Pilla et al. 2020).
Selon les etudes, le retour a un état eubiotique peut survenir entre 14 jours et 10 semaines, voire ne
jamais étre restauré aprés 1’administration d’un antibiotique (Manchester et al. 2019).
En outre, des problémes d’antibiorésistance sont de plus en plus observés : une étude a observé que
54% des Clostridium perfringens isolés chez des chiens atteints de diarrhée aigué présentent une
sensibilité réduite au métronidazole, méme chez des chiens qui n’ont pas été préalablement traités par
des antibiotiques. Cela suggére que la résistance se transmette entre individus (Gobeli et al. 2012).
Ainsi, les chiens peuvent étre considéré comme des réservoirs de bactéries résistantes (Orden et al.
2017).
En conséquence, I’approche thérapeutique des EIC a évolué, limitant 1’usage des antibiotiques au profit
d’approches alternatives visant a restaurer le microbiote altéré vers un état eubiotique.

2.4.8 Latransplantation de microbiote fécal
Plusieurs méthodes de modulation du microbiote ont été présentées, et nous allons maintenant explorer

une méthode historique en médecine humaine mais plus novatrice en médecine Vvétérinaire : la
transplantation de microbiote fécal.
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2.4.8.1 [’utilisation de la transplantation de microbiote fécal en médecine
vétérinaire

La TMF est un pratique non pharmacologique qui a pour but de restaurer la diversité et 1’abondance
microbiennes, mais aussi de corriger les déséquilibres fonctionnels. Elle consiste a transférer le
mateériel fécal d’un donneur sain vers un patient atteint d’'une maladie gastro-intestinale, telle que
I’EIC.

2.4.8.1.1 Les indications en médecine vétérinaire

La TMF est genéralement envisagée lorsque les traitements conventionnels ont échoué. Son utilisation
est rapportée dans les situations suivantes :

- Chiens atteints d’une EIC (Chaitman, Gaschen 2021)

- Chiots atteints d’une parvovirose (Pereira et al. 2018)

- Chiens atteints d’une colite a Clostridium difficile (Kelly et al. 2016; Tariq et al. 2021;

Chaitman, Gaschen 2021)

- Chiens atteints d’un syndrome de diarrhée hémorragique aigué (Gal et al. 2021)

- Chiots en diarrhée post-sevrage (Burton et al. 2016)

- Chiens atteints d’une diarrhée aigué€ (Chaitman et al. 2020)

2.4.8.1.2 Lesrisques et limites

Les effets secondaires les plus souvent rapportés chez I’humain apres une TMF sont souvent d’ordre
digestifs tels que : inconfort abdominal, constipation, flatulences, ballonnements, éructations, nausées,
vomissements, diarrhée, hématochézie, dysbiose et hyperthermie (Baxter, Colville 2016; Dailey et al.
2019). C’est une reponse de I'organisme a l'introduction de composés exogénes a 1’organisme. Ces
effets disparaissent le normalement rapidement.

Un dépistage mal réalisé du donneur peut entrainer la contamination du patient par des micro-
organismes pathogenes et entrainer 1’apparition d’effets secondaires graves. Par exemple en médecine
humaine, l'introduction de matiéres fécales provenant d'un donneur souffrant d'obésité, de Parkinson,
de cancer ou d'autres maladies chroniques peut induire ces maladies chez les receveurs (Alang, Kelly
2015; Yu et al. 2018; Alang, Kelly 2015; Chen et al. 2019). Un décés a eu lieu aux Etats-Unis en 2019
chez une personne immunodéprimée a la suite d'une infection systémique causée par du matériel fécal
issu d’un donneur contaminé par une bactérie multi-résistante (Commissioner 2019).

Enfin au cours d'une TMF par endoscopie ou coloscopie, des lésions mécaniques des tissus peuvent se
produire jusqu’a entrainer une perforation intestinale (Baxter, Colville 2016).

2.4.8.1.3 Les prérequis pour le receveur

La TMF dans le contexte d’EIC s’insére actuellement dans une démarche diagnostique et thérapeutique
bien codifiée. Elle trouve sa place aprés exclusion des autres causes infectieuses et tumorales de
troubles digestifs chroniques, ainsi qu’aprés un échec des changements alimentaires.

Il est préférable qu’une antibiothérapie ne soit pas en cours chez le receveur, car par extrapolation des
observations faites en médecine humaine, cela pourrait nuire au microbiote transplanté et réduire ainsi
les bénéfices (Tariqg et al. 2021). Cependant, il semble n’y avoir aucune contre-indication a réaliser
une transplantation de microbiote fécal dans un contexte d’immunosuppression médicamenteuse,
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notamment chez des chiens atteints d’EIC sous traitement immunosuppresseur a base de corticoides,
chlorambucil et/ou cyclosporine (Chaitman, Gaschen 2021). De la méme maniére, une étude a montré
que la TMF peut étre également réalisée dans un contexte d’immunosuppression viro-induite comme
chez les chiens atteints de parvovirose (Pereira et al. 2018).

2.4.8.1.4 Les prérequis pour le donneur

Afin de limiter les risques d’effets indésirables, plusieurs conditions préalables sont & respecter et sont
résumées dans le Tableau 12.

Tableau 12 : Critéres de sélection du donneur lors de transplantation de microbiote fécal (Chaitman and Gaschen, 2021)

Etapes Critéres
Entre 1 et 10 ans
Pas de voyage en dehors de la zone de résidence
Pas de probleme de santé dans les 6 ou 12 derniers mois
Pas d’historique de maladie gastro-intestinale, d’allergie
ou de maladie a médiation immune
Pas de prise d’antibiotique dans les 12 derniers mois
Vaccination a jour et compléte
Alimentation équilibrée

Note d’état corporel en 4 et 6

Examen clinique Consistance des féces normale

Pas d’anomalie a I’examen clinique
Numération et formule sanguines normales
Biochimie normale
Coproscopie négative + administration d’un anti-
Helminthique large spectre
Coproscopie négative par flottaison et test ELISA négatif
pour la giardiose + traitement spécifique
Testé pour la présence des pathogenes fécaux

(Salmonelle, Campylobacter...)

Evaluation du microbiote fécal Indice de dysbiose fécale de 0

Anamnése

Analyses de laboratoire

Il est préférable de travailler sur des selles fraiches, et que la TMF soit réalisée dans les 6 heures
suivant le prélevement des selles. En effet, le stockage puis la préparation des selles fraiches doivent
étre le plus courts possible pour préserver au maximum les bactéries anaérobies (Chaitman, Gaschen

2021)
2.4.8.2 Les mécanismes supposés de la transplantation du microbiote fécal
Les mécanismes supposés de la TMF jouent un réle clé dans la restauration de I'équilibre intestinal,

bien que les processus sous-jacents a son efficacité restent encore largement hypothétiques et
nécessitent des recherches approfondies
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2.4.8.2.1 La notion d’exclusion de niche écologique

Un des mécanismes principaux de la TMF réside dans I’exclusion des niches écologiques (Kelly et al.
2016). La terme de niche écologique est définie comme ’ensemble des exigences environnementales
d’un organisme pour sa survie et sa reproduction (Hutchinson 1957). Lors de la transplantation du
nouveau microbiote au sein du tractus intestinal du receveur, des souches bactériennes du donneur
entrent en compétition avec des souches bactériennes du receveur, hétes de la méme niche écologique.
L’objectif serait donc d’initier une exclusion des souches bactériennes pathogenes du receveur, au
profit des souches bactériennes bénéfiques du donneur.

La notion d’exclusion de niche écologique est schématisée dans la Figure 22.
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Figure 22 : Principe de niche d'exclusion lors de la réalisation d'une transplantation de microbiote fécal (Tuniyazi et al. 2022).

2.4.8.2.2 La notion de compétition pour les ressources

Un autre mécanisme repose sur la compétition pour les ressources nutritives au sein du tractus digestif.
En effet, le matériel fécal du donneur n’interagit pas toujours directement avec les éléments du
microbiote du receveur. Il peut interagir indirectement avec les bactéries du tractus digestif, en rentrant
en compétition pour les éléments nutritifs. A 1’image de la notion d’exclusion d’une niche écologique,
le mécanisme de competition pour les ressources alimentaires a pour but de réduire les opportunités
de survie pour les pathogénes présents dans le microbiote.

Ce mécanisme est illustré en Figure 23.
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Figure 23 : Principe de compétition pour les ressources alimentaires lors de la réalisation d'une transplantation de microbiote fécal
(Tuniyazi et al. 2022)

2.4.8.2.3 La notion de formation de composés antimicrobiens

La production de composés anti-microbiens est un autre mécanisme évoqué lors de la réalisation d’une
TMF. Ce mécanisme possede aussi un aspect compétitif entre les éléments du donneur et les éléments

du receveur. L’exemple de la bactériocine laisse notamment apparaitre une interaction nécessaire entre
I’hote et les micro-organismes issus du donneur (Baktash et al. 2018).
Cette production est schématisée dans la Figure 23.
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Figure 24 : Principe de la production de composés antimicrobiens lors de la réalisation d'une transplantation de microbiote fécal
(Tuniyazi et al. 2022)
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2.4.8.2.4 |'augmentation de la production d’acides biliaires
secondaires

Comme évoqué précédemment lorsque le chien souffre d’une EIC il a été remarqué une réduction de
la synthése des acides biliaires secondaires avec une accumulation concomitante des acides biliaires
primaires. Ce mécanisme intervient suite a la réduction de I’abondance des bactéries impliquées dans
le métabolisme des acides biliaires. Or les acides biliaires secondaires possédent des propriétés
bénéfiques, notamment anti-inflammatoire. Cela démontre 1’intérét de la TMF pour apporter des
bactéries impliquées dans le métabolisme des acides biliaires, tels que les Firmicutes. Et permet donc
de rétablir 1’équilibre entre acides biliaires primaires et secondaires, et de bénéficier de leurs effets
bénéfiques (Tuniyazi et al. 2022).

Ce principe est explique dans la Figure 25.
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Figure 25 : Principe de I'augmentation de la production d‘acides biliaires secondaires lors de la réalisation d'une transplantation de
microbiote fécal (Tuniyazi et al. 2022).

2.4.8.2.5 Lintervention des bactériophages

Les bactériophages sont des virus naturels trés répandus dans I’environnement qui ciblent
spécifiquement certaines bactéries. Le plus souvent, chaque phage est spécifique d’une seule espéce
bactérienne. Leur role réside dans la régulation de ’abondance des bactéries. Ils peuvent augmenter le
patrimoine génétique d’une bactérie grace au remodelage bactérien. Et peuvent également lyser les
bactéries et se répandre pour coloniser d’autres bactéries lors de lyse bactérienne auto-entretenue.
Leurs rbles sont présentés dans la Figure 26 (Benech et al. 2022).
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Figure 26 : Mécanismes d'action des phages (Ferry et al. 2020) (modifié)

La modulation de la composition du microbiote que les phages induisent pourrait étre a 1’origine de
certains effets thérapeutiques observé lors de TMF. Une étude suggére ainsi I’existence d’une
corrélation entre la diversité en phages présents dans les selles du donneur et 1’efficacité de la TMF
dans le traitement des formes multi-récidivantes d’infection a Clostridioides difficile (Park et al. 2019).

2.4.8.2.6 Les modifications des populations bactériennes du receveur

La réalisation d’'une TMF semblerait pouvoir modifier la répartition de I’abondance des différentes
familles bactériennes. Un suivi temporel de 1’abondance des populations bactériennes apres TMF
comparée a I’abondance des populations bactériennes chez le donneur est présenté en Figure 27.
L’abondance des populations bactériennes du receveur tend a ressembler a celle du donneur.
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Figure 27 : Evolution des populations bactériennes du microbiote d'un chien en fonction du temps suite & la réalisation de plusieurs
TMF. (Niina et al. 2019)
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Par exemple, les protéobactéries anormalement élevées chez les chiens atteints d’EIC et chez les
personnes atteintes de Clostridioides difficile voient leur abondance diminuée et retrouver des valeurs
similaires a celles du donneur (Hourigan et al. 2015; Niina et al. 2019; Collier et al. 2022).
L’abondance des Fusobactéries, qui font parties des bactéries productrices d’AGCC, est souvent
diminuée chez les chiens atteints d’EIC avant leur TMF. Et leur abondance augmente chez les chiens
qui répondent favorablement a la TMF (AlShawagfeh et al. 2017).

2.4.8.2.7 L'augmentation de la concentration des acides gras a courtes
chaines

Une étude (El-Salhy et al. 2021) regroupe 142 patients humains atteints de MICI. Ils sont regroupes
en trois groupes, un groupe placebo recevant leurs propres matieres fécales, et deux groupes recevant
des selles d’un super-donneur unique avec une quantité différente entre les deux groupes. Les patients
ont fourni des échantillons fécaux au début de I'étude et un mois apres la TMF. lls ont également
répondu a un questionnaire permettant de scorer I’évolution clinique et de séparer les répondeurs des
non-répondeurs. Les niveaux d'/AGCC ont été déterminés par chromatographie en phase gazeuse.
L’¢évolution des AGCC chez les patients ayant recu la plus grande quantité de selles, avant et apres
TMF, est présentée dans la Figure 28.
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Responders Mon-responders

Acid Before FMT After FMT [ Before FMT After FMT P

Total SCFAs 745414 95.8 = 47.% 0.009* 62.5+29.2 626+ 158 0.5
Acetic acid 42,6+ 17.6 458+ 12.7 Ly 471+ 381 533127 0.9
Propionic acid 12.2 + 6.6 13.6 + 3.9 0.4 15.5+ 151 13.5 +13.7 0.2
Isobutyric acid 1.2+07 18+10 0.003* 1.2+ 06 20+28 0.5
Butyric acid 11.7 £+ 8.3 16.5+10.9 0.03 14.6+11.8 240+249 0.2
Isovaleric acid 1.8+£1.0 26%1.6 0.1* 3853 2015 0.3
Valeric acid 1.5+£0.8 1811 0.047 29+3.2 2117 0.4

Figure 28 : Evolution des quantités d'’AGCC avant et aprés TMF. Responders = répondeurs ; Non-responders = non-répondeurs ;
Before FMT = avant la TMF ; After FMT = apres la TMF ; p = p-value ; Total SCFAs = AGCC totaux ; Acetic acid = acétate ;
Propionic acid = propionate ; Isobutyric acid = isobutyrate ; Butyric acid = Butyrate ; Isovaleric acid = Isovalérate ; Valeric acid =
Valerate ; * = statistiquement significatif. (El-Salhy et al. 2021).

Il n’y a pas eu de différences significatives concernant le groupe placebo et le groupe des non-
répondeurs entre avant et aprés la TMF. Cependant concernant le groupe des répondeurs, il a été
remarqué une augmentation significative des AGCC totaux, et plus précisément de I’isobutyrate, du
butyrate, du valérate et de I’isovalérate entre avant et aprés la TMF.

Une étude longitudinale (Jess et al. 2023) s’est aussi intéressée aux variations de quantité d’AGCC
avant et aprés la TMF chez neuf enfants atteints d’une infection a Clostridioides difficile. Les mesures
sont réalisées a 1, 3, 6 et 12 mois apres la TMF et comparées aux quantités d’AGCC de dix-neuf
témoins sains. Une différence significative est observée dans les quantités totales d'AGCC, ainsi que
dans les quantités respectives d'acétate, de butyrate, d'isovalérate et de propionate entre les patients
atteints d'une infection a Clostridioides difficile avant le traitement et les témoins sains. Une
augmentation significative des quantités totales d'AGCC est observée 12 mois aprés la TMF par
rapport aux niveaux avant la transplantation, avec en particulier une hausse des quantités d'acétate, de
propionate et d'isovalérate.

Ainsi les études s’accordent sur une augmentation des AGCC totaux apres une TMF chez les patients
ayant une réponse clinique favorable.

2.4.8.3 L’efficacité de la transplantation de microbiote fécal lors
d’entéropathie inflammatoire chronique

Une étude s’est intéressée a I’utilisation de la TMF en thérapie adjuvante chez des chiens atteints de
MICI recevant un traitement a base d’immunosuppresseurs de la famille des glucocorticoides et d’un
changement alimentaire vers une alimentation hypoallergénique. L’étude est menée en double aveugle
avec un groupe placebo et un groupe recevant une TMF. 13 chiens sont inclus dans 1’étude. Une
tendance a I’accélération de la résolution clinique est observée au bout de 30 jours dans le groupe
recevant la TMF, avec une diminution plus rapide du score CCECAI. Cependant, I'effet a long terme
sur le CCECAII et les taux de rémission apres la TMF chez les chiens atteints de MICI reste inconnu,
et des études comprenant une cohorte plus importante est nécessaire (Collier et al. 2022). Ce résultat
rejoint 1’essai clinique mené sur des chiots atteints d'une infection a parvovirus, et qui a montré une
résolution clinique plus rapide des signes digestifs pour le groupe recevant la TMF en thérapie
adjuvante (Pereira et al. 2018).

Une étude rétrospective (Toresson et al. 2023) a été menée sur 36 chiens atteints d’EIC et qui ne
répondent pas ou peu au traitement immunosuppresseur et aux essais de changements alimentaires. Ils
recoivent deux a cing TMF en thérapie adjuvante. Apres le traitement, une amélioration clinique
évaluée I’aide de I’indice CIBDALI a été notée chez 75 % des chiens. Chez 17% des chiens, la dose de
corticoides a pu étre diminuée sous le niveau d’avant la TMF. Un chien qui présentait auparavant de
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fréquents épisodes de diarrhée ne répondant qu’a 1’administration de tylosine n’a pas eu besoin
d’antibiotiques pendant 21 mois aprés la troisieme TMF. Chez un autre chien auparavant traité avec
du métronidazole et des médicaments immunomodulateurs, le métronidazole a pu étre arrété apres la
TMF. Les résultats sont & moduler car il s’agit d’une étude rétrospective et sans groupe témoin, ou le
microbiote et le métabolome n’ont pas été suivis dans le temps.
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DEUXIEME PARTIE : RESULTATS EXPERIMENTAUX
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1 Questionnement scientifique

La TMF connait un certain engouement et constitue une voie prometteuse de traitement des EIC du
chien. Une réponse clinique favorable est observée chez certains chiens mais reste imprévisible, tant
sur la durée de rémission, que sur le degré d’amélioration de I’état clinique de I’animal.

Par ailleurs peu d’étude documente 1’évolution des aspects fonctionnels du microbiote qui
accompagnent 1’évolution clinique lors de TMF chez le chien atteints d’EIC.

Nous émettons 1’hypothése que la TMF apporte des modifications fonctionnelles clés du microbiote,
tels que les AGCC, les acides biliaires et intervient également sur 1’activité protéolytique. Ces
changements permettent un succes clinique et cette amélioration clinique des animaux est évaluée
grace au score CCECALL.

L’objectif de notre étude est donc de définir les modifications des profils des AGCC, des acides

biliaires et de I’activité protéolytique au sein du microbiote 90 jours aprés la réalisation d’une TMF
chez des chiens atteints d’EIC. En évaluant 1’évolution clinique avec le score CCECAI.
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2 Matériels et méthodes

2.1 Conception de I'étude

Ce travail est une étude longitudinale, simple bras. Elle s’appuie sur les données contenues dans le
logiciel de gestion informatique des clients du CHUV d’Oniris VetAgrobio Nantes, et sur
I’exploitation des données fournies par 1’unité mixte de recherche MICALIS, et son équipe du MIHA
(Interaction du Microbiote avec I’Homme et 1’Animal) de 'INRAE de Jouy-en-Josas (78). Les
échantillons ainsi analysés sont des selles fraiches de chiens atteints d’une EIC ayant regu une TMF
de 2021 a 2024 au service de medecine interne du CHUV d’Oniris VetAgrobio Nantes. L’implication
d’un individu dans I’étude se déroule sur 90 jours, avec pour commencement la réalisation de la TMF
(JO) et la récolte de selles fraiches pour doser des acides biliaires, des AGCC et de ’activité
protéolytique. Un rendez-vous de contrble pour 1’évaluation du CCECAI est programmé 30 jours apres
la TMF (J30). Enfin un dernier rendez-vous est réalisé 90 jours apres la réalisation de la TMF (J90)
pour évaluation du CCECAI et préléevement de selles afin de doser de nouveau les acides biliaires, les
AGCC et I’activité protéolytique. La progression de 1’étude est résumée dans la Figure 29.

JO : réalisation de la TMF

Récolte de selles pour dosage des acides

Score CCECAI biliaires, des AGCC et de I'activité protéolytique

J30 : 30 jours apres la TMF

’¢

Score CCECAI

J90 : 90 jours apres la TMF

Récolte de selles pour dosage des acides

Score CCECAI biliaires, des AGCC et de I'activité protéolytique

Figure 29 : Conception de I'étude



2.2 Formation de la cohorte

2.2.1 Criteres d’inclusion

Les conditions nécessaires a 1’inclusion des chiens dans 1’étude sont définies dans la Figure 30.
Toutes les étapes décrites doivent étre réalisées pour permettre 1’inclusion. Les chiens sont ainsi
inclus dans I’étude lors du « traitement de la dysbiose » en recevant une TMF.

Signes digestifs tels que diarrhées,
vaomissements, anorexie depuis au moins
trois semaines

1

Coprologie négative
Vermifugation inférieure
a trois mois
Biochimie sanguine

1

Ecarter les causes parasitaires et les causes
métaboliques

Changements alimentaires ——————p|

Ecarter les FRE

1

Traitement de la dysbiose

1

Ecographie abdominale
Endoscopie
Réalisation de biopsie pour analyse
histologique

TMF

Figure 30 : Démarche suivie par les chiens avant la réalisation d'une TMF

Les changements alimentaires consistent en au moins un essai d’une alimentation riche en fibre ou
de gamme « hyperdigestible », et en un deuxieme essai si échec du premier, a I’aide d’une

alimentation a base de protéines hydrolysées. Les essais doivent durer au minimum 15 jours avant de

conclure a un échec.

De plus, I’animal doit étre présent aux consultations de contrdle a J30 et a J90.

2.2.2 Criteres de non inclusion

- Identification d’une hypoalbuminémie (alouminémie inférieure a 30g/L).
- Chiens ayant recu un traitement antibiotique ou un traitement anti-inflammatoire dans les 3

semaines précédant la consultation.
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2.3 Recueil des données dans I'étude

2.3.1 Score CCECAI

Le score CCECAI a été obtenu en analysant les dossiers médicaux électroniques du systeme de
gestion informatique du CHUV d’Oniris VetAgrobio Nantes de chaque individu. Si ces scores
n'étaient pas déja calculés, ils ont été déterminés a l'aide du Tableau 6.

2.3.2 Activité protéolytique

¢ Préparation des eaux fécales

Pour chaque échantillon, 1 g de matiére fécale a été homogénéisée dans 5 mL de tampon
d’homogénéisation (Tris-HCI 20 mM, NaCl 200 mM, pH 8). Aprés homogénéisation, les échantillons
ont fait ’objet d’une étape de sonication dans la glace pendant 1 minute (3 cycles de 10 secondes
d'activation / 10 secondes d'arrét, amplitude 39 %). Les debris ont été élimines par centrifugation a
14000g, 4°C pendant 15 minutes. Les surnageants, contenant les protéines fécales, ont ensuite été
récupérés et filtrés en utilisant des filtres (0.8 um, Nalgene) puis la concentration protéique a été
déterminée par la mesure de 1’absorbance a 280 nm, en utilisant le Nanodrop (Labtech), avec 1 abs =
1 mg/ml. Les eaux fécales sont gardées dans la glace et ont servi pour mesurer les activites
protéolytiques étudiées.

0 Etude du profil des activités protéolytiques
L'évaluation de l'activité protéolytique consiste a utiliser des substrats chromogénes ou fluorogénes
spécifiques pour mesurer chacune des activités spécifiees dans le tableau 3. L'activité totale a été
quantifiée en utilisant I'azocaséine comme substrat et la réaction a été arrétée par précipitation en
ajoutant 10 % (p/v) d'acide trichloroacétique (TCA, Sigma). Toutes les réactions ont été effectuees
dans un tampon d’homogénéisation (Tris-HCI 20 mM, NaCl 200 mM, pH 8). Les surnageants fécaux
ont été dilués a la concentration adéquate et 20 ul de la dilution ont été ajoutés au mélange contenant
20 pl du substrat approprié (3 mg/ml) dans un volume final de 200 pl. Pour préciser I’activité de chaque
famille de protéases, des tests d'inhibition ont été realisés en utilisant des inhibiteurs sélectifs des
protéases a sérine, des protéases a cystéine et des métalloprotéases qui sont respectivement le fluorure
de phénylméthanesulfonyle (PMSF, 1 mM), I'E-64 (10 uM) et 'TEDTA (1 mM). D'autres inhibiteurs
synthétisés ont été également utilisés pour déterminer I'activité de type trypsine (100 uM), l'activité de
type chymotrypsine (0,1 uM), l'activité de type élastase des neutrophiles (NE, 10 uM), l'activité de
type potéinase-3 (PR3, 0,1 uM) et activité de type cathepsine G (CatG, 10 uM). Les réactions ont été
ensuite incubées sur des plaques a 96 puits pendant 30 minutes a 37 °C. L'absorbance (410 nm) ou la
fluorescence (Excitation : 360 nm, Emission : 460 nm) ont été mesurées a l'aide d'un lecteur de plaques
Perkinelmer® a température ambiante.
Une unité d'activité protéase a été définie comme la quantité d'enzyme catalysant la formation de 1
pumol de substrat par minute dans les conditions expérimentales ci-dessus.
Les concentrations des différentes solutions de substrats et d’inhibiteurs utilisés sont présentées dans
le Tableau 13.
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Tableau 13 : Les concentrations des différentes solutions de substrats et d inhibiteurs

Type Activité Séquence Concentration
- AB2-lle-Leu-Pro-Glu-ANB-NH2
Cysteine-like . 0,3 mg/mL
(Chromogenique)
, MCA-Lys-Pro-Leu-Gly-Leu-DNP-Dpa-
Metalloprotéase-
Substrats IiT(e Ala-Arg-NH2 0,3 mg/mL
(Fluorogénique)
N AB2- Val-Val-Ser-Lys-ANB-NH2
T -lik : 0,3 mg/mL
ypSIne-IIxe (Chromogenique) mg'm
Cysteine-like E-64 1 mM
- Metalloprotéases EDTA 1 mM
Inhibiteurs -
Protease a Sérine- PMSF = Fluorure de
. ) ) 10 mM
like pheénylméthylsulfonyle

2.3.3 Concentrations des acides biliaires fécaux

Les acides biliaires fécaux, notamment 1’acide lithocholique (LCA), l'acide ursodésoxycholique
(UDCA), l'acide désoxycholique (DCA), I'acide cholique (CA), I'acide chénodésoxycholique (CDCA)
ont été quantifiés a partir d'environ 50 mg de matiére fécale par chromatographie liquide-spectrométrie
de masse en tandem.

2.3.4 Acides a gras a courtes chaines

Les AGCC notamment I'acétate, le propionate, le butyrate, I'isobutyrate et le valérate, ont été quantifiés
a partir d'environ 50 mg d'échantillons fécaux par chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de
masse comme décrit précédemment.

2.4 Analyse statistique

Les statistiques ont été établies grace au logiciel R.

Les données sont exprimées en moyenne + SEM (Erreur standard de la moyenne) si la distribution des
données suit une loi normale. Les différences entre JO et J90 (avant/apres TMF) ont été déterminées a
I'aide du test de Mann Withney pour les profils des acides biliaires, les profils des AGCC et le score
CCECAL. Pour les activités des protéases, les résultats ont été obtenus grace au test statistique de
Kruskal-Wallis suivi du test Dunn’s.

La signification statistique a éte considérée a une valeur de p <0,05. Elle est indiquee par * pour p <
0,05, par ** pour p < 0,01 et par *** pour p < 0,001.
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3 Résultats

3.1 Description de la cohorte

Epidémiologie & JO :

Sexes : Présentés dans le Tableau 14.

Tableau 14 : Répartition des sexes dans I'étude

Sexe Mol Proportion
d’individus
Entiere 2 10%
0
Femelle Sterilisée 3 15% 25%
s Entier 8 40% 0
Male Stérilisé 7 35% =%
Total 20 100% 100%
- Age : entre 1 an et 13 ans pour une moyenne de 5,2 ans, et une médiane a 4 ans.
- Races représentées : Présentées dans le Tableau 15
Tableau 15 : Répartition des races au sein de I'étude
Race Nombre d’individus Proportion
Berger Allemand 6 30%
Golden Retriever 4 20%
Bouledogue Francais 2 10%
Yorkshire Terier 2 10%
Labrador 1 5%
Beauceron 1 5%
Cocker Anglais 1 5%
Fox Terier 1 5%
Lassha-Apsso 1 5%
Setter Anglais 1 5%
Total 20 100%
- Types d’alimentation a JO : Présentés dans le Tableau 16.
Tableau 16 : Type d'alimentation a JO
Type d’alimentation Nombre d’individus Proportion
Industrielle hyperdigestible 9 45%
Ménageére 6 30%
Industrielle hypoallergénique 3 15%
Industrielle sans céréales 2 10%
Total 20 100%
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3.2 Distinction entre les succes cliniques durables, les succes cliniques
temporaires et les échecs.

Un succes clinique est défini par une réduction d'au moins 50% du score CCECAI par rapport a sa
valeur initiale 30 jours apres la TMF (J30). Un succes clinique est considéré comme temporaire si une
augmentation du CCECAI se produit entre J30 et J90, alors qu’une diminution d’au moins 50% a pu
étre observée entre JO et J30. Enfin, un succes clinique est qualifié de durable si la diminution du
CCECAI est maintenue a J90 et qu’une diminution d’au moins 50% a pu étre observée entre JO et J30
et qu’il n’y a pas eu d’augmentation entre J30 et J90. La répartition de ces différents groupes est
proposée le Tableau 17.

Tableau 17 : Répartition entre les succes cliniques transitoires, les succes cliniques durables et les échecs cliniques

Issue Nombre d’individus Pourcentage
Succes cliniques durables 10 50%
Succes clinigues transitoires 3 15%
Echecs 7 35%
Total 20 100%

Ainsi 13 chiens sur les 20 initiaux ont eu une réponse clinique favorable, soit 65% des chiens. Avec
10 chiens, soit 50% des chiens, qui ont connu un succes clinique durable et 3 chiens, soit 15% des
chiens, qui ont connu un succes clinique transitoire. Les analyses fonctionnelles et cliniques présentées
par la suite ne seront réalisées que sur ces 13 individus.

‘ 65% des chiens ont eu un succes clinique suite & la réalisation d’'une TMF.
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3.3 Modification du score CCECAI au bout de 30 jours et au bout de 90
jours.

Les résultats exposes dans la Figure 31 présentent I’évolution du score CCECAI a J0, J30 et J90 chez
les chiens qui ont eu un succes clinique.

CCECAI

14

Moyenne a JO = 6,3
Moyenne a J30=1,5
Moyenne a J90 = 1,6

12

10

_|

N
X

[1Jo M J30 [O1J90

Figure 31 : Evolution du CCECAI

La Figure 31 révele une différence statistiquement significative (p-value < 0,05) entre le CCECAI a
JO et le CCECAI a J30, ainsi qu’une différence statistiquement significative (p-value < 0,05) entre le
CCECAI aJ0 et a J90.

Cependant, il n’y a pas de différence statistiquement significative (p-value > 0,05) entre le CCECAI a
J30 eta J90, indiquant que la variabilité des données ne permet pas de conclure a une évolution clinique
réellement différente entre J30 et J90 dans notre étude.

En moyenne le CCECAI diminue de 78% au bout de 30 jours, et de 76% au bout de 90 jours.
Et le CCECAI augmente de 7% entre J30 et J90, mais 1’augmentation ne concerne que trois animaux
sur les 13 soit 23% et elle n’est pas statistiquement significative.

La valeur maximale du CCECAI est de 13 & JO contre 4 a J30 et J90.

Diminution significative du score clinique CCECAI a J30 et a J90 par rapport a JO.
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3.4 Modification de I'activité protéolytique fécale

¢ Modification de I’activité protéolytique totale

Les résultats exposés dans la Figure 32 décrivent I’activité protéolytique totale a JO et & J90 chez les
chiens qui ont eu un succes clinique.
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Figure 32 : Modification des activités protéolytiques totales des chiens ayant eu un succes clinique entre JO et J90. *** = p-value <
0,001 ; U/mg = unité enzymatique par milligramme.

L’activité protéolytique totale diminue de 74% entre JO et J90. Cette diminution est significative (p-
value<0,001).

¢ Identification des protéases impliquées

Par la suite, nous avons souhaité étudier les familles de protéases et la modification de leur activité a
la suite d’une TMF. Les résultats exposés ci-dessous montrent I’activité protéolytique résiduelle aprés
incorporation d’inhibiteurs spécifiques de certaines protéases. Le contréle correspond a 1’activité
protéolytique totale sans incorporation d’inhibiteur, avec une activité résiduelle de 100%. L’activité
protéolytique aprés incorporation d’un inhibiteur est exprimée en pourcentage de 1’activité en
I’absence d’inhibiteur (CTRL). Les inhibiteurs testés sont :

- PMSF : inhibiteur des sérines-like protéases

- EDTA : inhibiteur des métalloprotéases

- E64 : inhibiteur des cystéines-like protéases
Les résultats sont présentés dans la Figure 33 et dans le Tableau 18.
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Figure 33 : Activités protéolytiques aprés incorporation d'un inhibiteur. CTRL = contrdle ; PMSF = inhibiteur des sérines-like
protéases ; EDTA = inhibiteurs des métalloprotéases ; E64 = inhibiteurs des cystéines-like protéases ; *** = p-value<0,001

Tableau 18 : Comparaison des activités protéolytiques apres I'ajout d'un inhibiteur. *** = p-value <0,001

Groupe Activité résiduelle (%)
CTRL 100

+ PMSF 32.3 (-67,7%) ***

+ EDTA 79.2 (-20,8%)
+ E64 85.6 (-24,4%)

L’activité protéolytique apres incorporation du PMSF diminue de prés de 68%. Cette diminution est
statistiquement significative (p-value<0,001).

L’activité protéolytique aprés incorporation de ’EDTA et de I’E64 diminue respectivement de pres
de 21% et 25%. Mais cette variation n’est pas statistiquement significative (p-value>0,05).

L’activité protéolytique totale diminue significativement entre JO et J90.

L’activité protéolytique diminue lors de I’incorporation des trois inhibiteurs testés. Mais seule
I’utilisation du PMSF permet une diminution statistiquement significative.

Ainsi les activités protéolytiques résiduelles montrent que les protéases a sérine sont les principales
enzymes responsables de I’activité protéolytique totale mesurée.
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3.5 Modification du profil des acides biliaires fécaux

Les résultats exposés dans le Tableau 19 et le Tableau 20 présentent les concentrations de divers acides
biliaires (en nmol/g de feces) mesurées a JO et a J90 chez les chiens qui ont eu un succes clinique.

Tableau 19 : Concentrations des différents acides biliaires dans les selles a JO et J90.
p = p-value ; * : p-value <0,05 ; ** : p-value <0,01

Acide biliaire Grpe Concentration (nmol/g feces)
2 Jo 531.1
g Acide cholique (CA) p-value = 0.789
= J90 113.7
2 -78%
= J0 124.6
o]
a Acide Chénodeoxycholique _value = 0.48
5 | | (CDCA) 390 28.35 P
< T1%
Jo 4.65
Acide Ursodeoxycholique
-value = 0.377
(UDCA) 390 5.12 P
4 J0 14.1
©
2 Acide Hyodeoxycholique
S p-value = 0.004 **
g | | (HDCA) J90 40.03
8
8 J0 41.36
o)
8 | | Acide Lithocholique (LCA) p-value = 0.017 *
'S J90 84.23
<
JO 508.5
Acide Deoxycholique (DCA) p-value = 0.014 *
J90 944
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Tableau 20 : Concentrations des différents acides biliaires totaux dans les selles a JO et J90. p-value non disponible

Concentration (nmol/g féeces)

Acide biliaire Grpe (Part parmi les acides biliaires
totaux)
JO 655,7 (53,5%)
Acides biliaires primaires

142,0 (46,8%)

990 -78%

JO 568,6 (46,5%)

Acides biliaires secondaires
190 1073 (53,2%)
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Figure 34 : Profils des acides biliaires dans les selles des chiens ayant eu un succés clinique a JO et J90. CA = Acide cholique ; CDCA
= Acide chénodésoxycholique ; UDCA = Acide ursodésoxycholique ; HDCA = Acide Hyodésoxycholique ; LCA = Acide lithocholique
; DCA = Acide désoxycholige. * = p-value < 0,05
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¢ Acides biliaires primaires (CA, CDCA) et UDCA :

Les concentrations en CA, CDCA et UDCA diminuent de JO & J90. Mais aucune de ces diminutions
n’est Statistiquement significative.

¢ Acides biliaires secondaires HDCA, LCA et DCA :

Les concentrations de HDCA, LCA et DCA augmentent de maniere significative de JO a J90. Ces
différences sont significatives. (p-value<0,05 pour LCA et DCA et p-value<0,01 pour HDCA)

Acides Biliaires Primaires : Les changements observés entre JO et J90 ne sont pas statistiquement
significatifs, ce qui signifie que notre étude n’évoque pas une implication de la TMF sur les acides
biliaires primaires.

Acides Biliaires Secondaires : Les augmentations significatives de HDCA, LCA et DCA de JO a J90
indiquent un changement réel dans les concentrations de ces acides biliaires secondaires 90 jours apres
la réalisation d’une TMF.
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3.6 Modification du profil des acides gras a courtes chaines fécaux

Les résultats présentés dans le Tableau 21, le Tableau 22 et la Figure 35 exposent le profil des AGCC
dans les feces a JO et J90 chez les chiens qui ont eu un succes clinique.

Tableau 21 : Profil des AGCC dans les selles a JO et J90. p = p-value ; * = p<0,05 ; ** = p<0,01

AGCC Grpe Concentration (umol/g féces)
JO 73.79
Acetate 119.7 p=0.021 *
J90
JO 10.85
Butyrate 150 18.22 p=0.175
JO 20.92
Propionate 0 45.45 p = 0.007 **
J0 0.959
Isobutyrate 150 124 p = 0.409
J0 0.795
Valerate 0 151 p=0.329
J0 1.59
Isovalerate 150 171 p =0.59

Tableau 22 : AGCC totaux a JO et J90. P-value non disponible.

AGCC Grpe Concentration (umol/g feces)
10 108,9
AGCC totaux 390 187.8
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Les concentrations de tous les AGCC augmentent entre JO et J90. Mais seules les variations concernant
le propionate et 1’acétate sont significatives, avec respectivement une p-value<0,01 et une p-
value<0,05. Pour les autres AGCC ces variations ne sont pas statistiquement significatives.

Le propionate augmente de 117% entre JO et J90, et ’acétate augmente de 46% entre JO et J9O.

L’ensemble des concentrations des AGCC augmentent entre JO et J90.

Seules les augmentations de concentration du propionate et de 1’acétate sont statistiquement
significatives. Augmentation de 117% pour le propionate. Augmentation de 46% pour 1’acétate.
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4  Discussion

4.1 Synthese des résultats

Dans notre étude, un succes clinique est rapporté chez plus de deux tiers des chiens atteints d’EIC et
pris en charge par TMF.

Pour mieux détailler le succes clinique, I’évolution du score CCECAI est étudiée. Le CCECAI diminue
de maniére significative des J30 en comparaison a JO. Et aucune évolution significative n’est relevée
entre J30 et J90. Ces résultats sont donc en faveur d'une amélioration clinique a court ou moyen terme
apres la TMF, inférieure a un mois.

Cette amélioration clinique s'accompagne d'une amélioration fonctionnelle des anomalies initialement
observées. Ainsi, la diminution de l'activité protéolytique fécale, en particulier celle des sérines
protéases, est constatée. Par ailleurs, les taux des acides biliaires secondaires augmentent, a I'exception
de 'UCDA. De plus, une augmentation du propionate et de I'acétate est également mise en évidence.

Les parties suivantes portent donc sur une comparaison de nos résultats avec ceux rencontrés dans la
littérature.

4.2 Efficacité clinique de la transplantation de microbiote fécal lors
d’entéropathie inflammatoire chronique

Les résultats obtenus dans notre étude sont comparables a ceux rapportés dans la littérature, notamment
dans I’¢tude (Collier et al. 2022), ou 1’évolution et les valeurs du score CCECAI sont similaires. Les
deux études présentes un score CCECAI moyen quasiment identique a JO, avec une diminution
significative a J30, aboutissant a un score moyen de 1,8 pour I’étude de (Collier et al. 2022) contre 1,4
pour notre étude. Cette évolution du CCECAI refléte une amélioration clinique notable et rapide.

La réponse clinigue rapide est aussi détaillée dans I’¢tude de (Pereira et al. 2018) ou la réponse clinique
est plus accélérée lorsque la TMF est administrée en thérapie adjuvante lors d’infection au parvovirus
chez des jeunes chiens.

Cependant le taux de succes clinique est supérieur dans 1’étude de (Collier et al. 2022), 75% contre
65%. Mais cet écart s’explique par une différence de critére pour définir le succés clinique, et
également par le nombre de TMF administrées, qui était au minimum de deux dans leur étude.
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4.3 Lien entre la transplantation de microbiote fécale et I’évolution du
profil des acides gras a courtes chaines

L’augmentation des AGCC totaux aprés une TMF est décrite dans la littérature médicale humaine,
mais pas dans la littérature vétérinaire. De plus les différentes études ne s’accordent pas sur les AGCC
concernés par cette augmentation apres la réalisation d’une TMF.

Dans notre étude, seules les augmentations du propionate et de 1’acétate sont significatives. Concernant
la médecine humaine, (El-Salhy et al. 2021) décrivent une augmentation de I’isobutyrate, du butyrate,
du valérate et de I’isovalérate aprés une TMF chez des patients atteints du syndrome de I’intestin
irritable. De leur coté, (Jess et al. 2023) décrivent une augmentation de 1’acétate, du butyrate, de
I’isovalérate et du proprionate aprés une TMF chez des patients atteints d’une colite & Clostridioides
difficile. .

Concernant la médecine vétérinaire, une étude (Minamoto et al. 2019) a comparé la concentrations
fécales d’AGCC chez 49 chiens sains et chez 73 chiens atteints d’EIC. Les résultats détaillés sont
présentés en Figure 36. Les proportions de matieres seches étant plus faibles chez les chiens atteints
d’EIC, des ajustements sont réalisés. Dans cette étude seules les augmentations d’acétate et de
propionate sont significatives. Des résultats comparables a ceux rencontrés dans notre étude, bien
que les valeurs numeériques en pumol/g sont difficilement comparables entre les deux études. Ces
valeurs sont rappelées dans le Tableau 23.

Not adjusted for DM (pmol/g of wet

Adjusted for DM (umol/g of fecal DM) feces)
HC CE HC CE
SCFA Median Range Median Range P-value Median Range Median Range P-value
Acetate 2240  87.7-672.8 1858  20.1- .03 81.0 25.3- 53.3 3.8- <.001
1042.1 224.1 151.3

Propionate  105.9 1.6-266.9 46.4 04-2279 <001 362 04-81.6 138 04-62.2 <.001

Butyrate 28.8 8.1-148.1 23.6 0.1-1376 .16 10.3 1.5-30.3 7.2 0.1-31.2 .004
Total 3712 126.6- 268.1 21.8- .005 126.6 27.3- 70.4 4.4- <.001
SCFAs 927.0 1378.2 292.9 229.3

Figure 36 : Comparaison des concentrations d’AGCC fécaux chez les chiens sains et les chiens atteints d'EIC. SFCA = AGCC ;
Median = moyenne ; Range = intervalle ; HC = chiens sains ; CE = chiens atteints d’EIC ; Adjusted for DM = ajusté pour la matiére
séche. (Minamoto et al. 2019).
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Tableau 23 : Quantités de certains AGCC avant et apres TMF

Concentration
AGCC Grpe (umol/g féces)
JO 73.79
Acetate
190 119.7
JO 10.85
Butyrate
190 18.22
JO 20.92
Propionate
190 45.45

4.4 Lien entre la transplantation de microbiote fécal et I’évolution du
profil des acides biliaires

A notre connaissance, aucune étude en médecine humaine ou vétérinaire ne s’intéresse aux profils des
acides biliaires avant et aprés la réalisation d’une TMF. Cependant, des études en médecine humaine
comparent le profil des acides biliaires de personnes saines avec celui de personnes atteintes de

troubles digestifs. Une augmentation des acides biliaires primaires chez les patients humains atteints
d’une colite a Clostridioides difficile et/ou de colite ulcérative est mise en évidence dans plusieurs
études avec une part majoritaire de CA (Rutgeerts et al. 1982; Vantrappen et al. 1977). Des résultats
semblables sont retrouvés dans notre étude, les acides biliaires primaires sont retrouves en quantité 4,6
fois plus importante a JO qu’a J90. Avec une part majoritaire de CA, qui représente plus de 80% des
acides biliaires primaires. Mais ces résultats ne sont pas statistiquement significatifs.

Une diminution des acides biliaires secondaires est observée chez les patients humains atteints de
MICI en comparaison avec des individus sains. Des niveaux bas de DCA et LCA sont notamment

retrouvés (Franzosa et al. 2019) tout comme dans notre étude.
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4.5 Lien entre la transplantation de microbiote fécal et I’évolution des
activités protéolytiques fécales

A notre connaissance, aucune étude en médecine humaine ou médecine vétérinaire ne s’est intéressée
aux variations d’activité protéolytique entre avant et apres la réalisation d’une TMF.

Cependant en médecine vétérinaire, une ¢tude récente a comparé 1’activité protéolytique chez 50
chiens sains et chez 50 chiens atteints d’une EIC, et révéle que les activités protéolytiques fécales
totales sont significativement cinq fois plus élevée chez les chiens atteints d’une EIC que chez les
chiens sains. L’augmentation de 1’activité protéolytique peut-étre attribuée en majorité a ’activité des
protéases a sérine, grace a des expériences utilisant des inhibiteurs spécifiques (Méric et al. 2023).
Des résultats similaires sont retrouvés en médecine humaine avec une étude qui s’est intéressée a la
modification de I’activité protéolytique entre 50 patients sains et 50 patients atteints d’une maladie de
Cronh ou d’une colite ulcérative (Jablaoui et al. 2020). Il est revélé que l'activité protéolytique totale
est augmentée d’un facteur neuf a dix chez les sujets malades par rapport aux sujets sains Figure 37.
Et que I'analyse de ces activités protéolytiques a montré que la famille des protéases a sérine constitue
la famille la plus active lors de MICI chez I’humain. Au sein des protéases a sérine, avec 1’utilisation
d’inhibiteurs sélectifs, ce sont la trypsine, I'élastase neutrophile, la protéinase 3 et la cathepsine G qui
sont les plus dominantes.
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Figure 37 : Augmentation de I'activité protéolytique entre Figure 31 : Modification des activités protéolytiques
les patients atteints de MICI et les patients sains. Fold
increase = facteur d’augmentation ; Healthy = patients
sains ; CD = infection a Clostridium difficile ; UC = colite
ulcérative (Jablaoui et al. 2020)

Pour comparaison, la diminution de I’activité protéolytique est diminuée d’un facteur 3,9 entre JO et
J90 dans notre étude. En extrapolant J90 comme un chien avec une activité protéolytique plus saine
que celle a JO, on peut supposer que 1’activité protéolytique est moins augmentée chez les chiens
atteints de MICI que chez les humains atteints de MICI. Ou encore hypothétiser que 1’activité
protéolytique n’a pas pu retrouver son état basal au bout de 90 jours.
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4.6 Hypotheses sur les variations d’abondance des bactéries

La composition bactérienne du microbiote n’est pas étudiée dans notre étude. Mais certaines
corrélations existent entre les éléments fonctionnels du microbiote et I’abondance de certaines
bactéries. Nous proposons dans cette partie quelques hypotheses sur I’abondance de certains groupes
bactériens en lien avec des corrélations connues.

4.6.1 Activité protéolytique et abondance de certaines bactéries

¢ Populations bactériennes liée a I’activité protéolytique totale
Une étude (Carroll et al. 2013) s’est intéressée a 1’abondance de certains groupes bactériens en lien
avec lactivité protéolytique fécale. Les groupes Lactobacillales, Lachnospiraceae, et
Streptococcaceae sont positivement corrélés avec 1’activité protéolytique, et le groupe des
Ruminococcaceae et de certaines bactéries du groupe des Coriobacteriales sont négativement
corrélées a I’activité protéolytique.

Hypotheses :
Augmentation de 1’abondance du groupe des Ruminococcaceae et de certaines bactéries du groupe

des Coriobacteriales apres un succes clinique suite a une TMF.

Diminution de I’abondance des groupes Lactobacillales, Lachnospiraceae, et Streptococcaceae
apres un succes clinique suite a une TMF.

4.6.2 Profils des acides biliaires et abondance de certaines bactéries

¢ Rapport (DCA)/(DCA+CA) :
Des changements dans les ratios de certains acides biliaires sont corrélés a 1’abondance de certaines
bactéries. Par exemple le ratio DCA/(DCA+CA) qui lorsqu’il diminue indique une diminution d’une
enzyme intervenant dans la déshydroxylation, qui est de plus positivement corrélée avec la présence
de Clostridium XIVa (Murakami et al. 2018).

A J0 : (DCA)/(DCA+CA) = 508,5/(508,5+531,1) = 0,49 2o
A J90 : (DCA)/(DCA+CA) = 944/(944+113,7) = 0,89 neso

On peut donc supposer une augmentation des enzymes de déshydroxylation et une augmentation de
I’abondance en Clostridium XIVa quand ce ratio augmente.

¢ Populations bactériennes liée au LCA et DCA

Une corrélation existe également entre la diminution de la teneur en LCA et DCA, et une diminution
de I’abondance des groupes bactériens convertisseurs d’acides biliaires tels que les Firmicutes, les
clostridium 1V et XIVa, les Butyricicoccus, Faecalibacterium, Ruminococcaceae et Roseburia qui sont
connus pour exprimer la BSH (Kruis et al. 1986).

Ainsi, I’augmentation de certains acides biliaires secondaires tels que le LCA et le DCA
s’accompagnerait éventuellement d’une augmentation de I’abondance des bactéries exprimant la BSH
précédemment citées.
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Les LCA ont également un effet anti-microbien qui repose sur leur capacité a endommager la
membrane cellulaire des bactéries, entrainant une fuite des composés intracellulaires et la mort
bactérienne (Sannasiddappa et al. 2017). Leurs cibles sont Escherichia coli, Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa (do Nascimento et al. 2015), qui risquent donc de voir leur population
diminuer lorsque la quantité des LCA augmente.

Hypotheses :
Augmentation du rapport (DCA/DCA+CA) : augmentation de 1’abondance en Clostridium XIVa.

Augmentation de bactéries bénéfiques : Firmicutes, Clostridium IV et XlIVa, Butyricicoccus,
Faecalibacterium, Ruminococcaceae et Roseburia.

Diminution de bacteéries pathogenes : Escherichia coli, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa.

4.6.3 Profils des acides gras a courtes chaines et abondance de certaines bactéries

Des corrélations sont proposées entre les concentrations fécales de propionate et de butyrate et
I'abondance de 12 groupes bactériens chez les chiens dans une étude (Minamoto et al. 2019) qui
rassemble 122 chiens atteints d’une EIC ou non, et dont les résultats sont présentés dans la Figure 38.

SCFA Bacterial group Spearman p P-value

Propionate Bacteroidetes 433 <.001
Fusobacterium spp. 331 <.001
Faecalibacterium spp. 335 <.001
C. hiranonis 315 .001
Blautia spp. 309 .001
Streptococcus spp. -.307 .002
Ruminococcaceae 247 .01
Bifidobacterium spp.  —.239 .02
C. perfringens 235 .02
E. coli =210 .04

Butyrate  C. perfringens 269 .007
Fusobacterium spp. 249 .01
Bacteroidetes 247 .01
Faecalibacterium spp. 211 .03

Figure 38 : Corrélations significatives (p-value<0,1) entre des groupes bactériens et des AGCC. SCFA = AGCC ;
Spearman p = corrélation de Spearman ;

Ainsi I’augmentation significative du propionate dans les selles des chiens de notre étude aprés TMF,
pourrait étre reliée a une augmentation de 1’abondance des bactéries présentées dans leur microbiote.
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Hypotheses :
Augmentation de [’abondance de populations bactériennes : Bacteroidetes, Fusobacterium,

Faecalibacterium, Clostridium hiranonis, Blautia spp., Streptococcus spp., Ruminococcaceae,
Bifidobacterium spp., Clostridium perfringens et Escherichia coli.

4.7 ROle supposé de la transplantation de microbiote fécal dans les
modifications fonctionnelles microbiennes observées

Il n'est pas possible d'établir avec les éléments dont nous disposons un lien de cause a effet direct entre
la TMF réalisée chez les chiens de I'étude et les modifications fonctionnelles observées. Toutefois, si
I'on suppose que la TMF est liée aux divers changements fonctionnels du microbiote observeés, voici
quelques hypotheses qui pourraient expliquer I'action de la TMF sur le microbiote :

e Hypothése 1 : La TMF introduit des bactéries vivantes capables de synthétiser les facteurs
fonctionnels étudiés.

o Hypothése 2 : La TMF fournit des éléments favorables aux bactéries responsables de la
formation des facteurs fonctionnels étudiés.

o Hypothése 3 : La TMF apporte directement les facteurs étudiés, ce qui pourrait expliquer un
succes parfois temporaire suivi d'une rechute a moyen terme.

e Hypothése 4 : La TMF introduit une population de bactériophages qui régule les populations
bactériennes en inhibant les bactéries nocives et en favorisant les bactéries bénéfiques

4.8 Pistes d’amélioration de I'efficacité de la transplantation de
microbiote fécale

Afin d’augmenter le taux de succes cliniques suite a la réalisation d’une TMF, plusieurs propositions
sont faites en lien avec la littérature et la médecine humaine.

4.8.1 Meilleurs choix des donneurs

Grace aux nouvelles techniques permettant I’étude du microbiote, la connaissance de la composition
du microbiote fécal du donneur pourra étre mieux connue. Ce qui permettra de choisir le donneur en
fonction de D’atteinte du receveur, en comptant sur de nouvelles études qui caractériseraient plus
finement les désordres microbiens. Par exemple, une étude a montré que les receveurs présentaient
une augmentation de 1’abondance de Fusobacteria aprés une TMF dans le but de résoudre une EIC
(Niina et al. 2019). Ainsi transférer de la matiére fécale avec une forte abondance de Fusobacteria
serait pertinent dans le cas des EIC.
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En médecine humaine la diversité alpha est ¢tudiée. Elle définit la diversité a 1’échelle locale en
décrivant la diversité des especes au sein d’une communauté fonctionnelle. Une diversité alpha élevée
serait un indicateur d’une meilleure réussite de la TMF (Zhang et al. 2023).

4.8.2 Reéalisation d’'une banque de selles

Actuellement en médecine vétérinaire la TMF est principalement réalisée avec des selles fraiches, elles
sont prélevées, préparées puis directement administrées. Cette méthode ne permet donc pas la
réalisation d’une banque de selles, qui nécessite des selles congelées. En médecine humaine, il a été
démontré que les selles congelées sont toutes aussi efficaces que des selles fraiches dans la réalisation
de TMF lors d’infection a Clostidioides difficile (Staley et al. 2017). Ainsi la congélation des selles
pourrait permettre la formation d’une banque de selles et de rendre la TMF plus accessible et plus sdre.
Le Tableau 24 renseigne sur les avantages et inconvénients de 1’utilisation de selles fraiches ou de
selles congelées.

Tableau 24 : Comparaison entre I'utilisation de selles fraiches ou de selles congelées pour la réalisation de transplantation de
microbiote fécal

Selles fraiches Selles congelées
-Bonne praticité
-Peut étre stockée et utilisée
ultérieurement sans qu’un donneur soit
a disposition
-Permet de realiser tous les tests
préalables pour assurer la qualité du
transplant
-Nécessite des équipements importants
et des personnes qualifiées
-Plus couteux

-Bonne praticité
-Peut étre réalisée rapidement, si un
chien sain est a disposition
-Nécessite peu d’équipements

Avantages

-Ne permet de réaliser tous les tests,

Inconvénients "y
notamment ceux différés dans le temps

En médecine humaine les échantillons sont parfois préserves sous forme de gélules lyophilisees et
administrées par voie orale notamment pour le traitement des infections a Clostridioides difficile (Jiang
et al. 2018). A ce jour les connaissances disponibles sur I’utilisation de gélules pour la réalisation de
TMF chez les carnivores domestiques sont faibles. Des études supplémentaires sont nécessaires pour
étudier I’implantation des bactéries au sein du tractus digestif du receveur, la durée de conservation
des gélules ainsi que ’efficacité de cette technique dans la guérison des maladies gastro-intestinales
(Winston et al. 2024)

4.9 Limites de I'étude

Notre étude sur la TMF dans le contexte des EIC est limitée par le nombre restreint d'individus inclus
dans I’étude. Lorsque le résultat n’est pas statistiquement significatif (p-value>0,05), il n’est pas
possible de determiner si I'absence de différence observée est réelle ou imputable a la taille réduite de
I'échantillon. En conséquence, certaines conclusions sur l'efficacité de la TMF sur les parameétres
fonctionnels étudiés, notamment les acides biliaires primaires, restent incertaines.
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Certains dosages comme celui des acides biliaires primaires et secondaires n'ont pas toujours été
réalisés, entrainant un nombre d'individus analysés inférieur a celui des autres facteurs étudiés. Cette
réduction s'explique par le codt élevé de ces dosages. Cette contrainte par des restrictions budgétaires
a donc entrainé un échantillon plus restreint et un biais de sélection dans le choix des animaux pour
lesquels les tests ont été effectués ou non.

Enfin, les individus de I'étude présentent des variations en termes de race, d'alimentation et de lieu de
vie. Ces facteurs peuvent influencer la composition du microbiote et ses marqueurs fonctionnels. Mais
il est difficile a ce stade d’estimer la part de ces variables dans les variations observées. De la méme
maniére, ’utilisation d’un unique donneur est pertinente afin de limiter I’apparition de variables liées
aux différences de composition du microbiote entre les donneurs.

4.10 Pistes d’amélioration

Afin d’augmenter la puissance de nos tests, il serait nécessaire d'accroitre le nombre de participants. Il
serait également intéressant d’augmenter I’homogénéité des individus en termes d’alimentation, de
race et d’environnement. Cela permettrait de confirmer avec plus de certitude que les changements
observés sont bien attribuables a I’intervention de la TMF.

Ensuite pour confirmer les hypothéses émises sur les variations d’abondance de certaines bactéries
dans la partie 4.6 de la partie expérimentale, une étude de la composition bactérienne du microbiote
est pertinente. Les bactéries possédent elles aussi un rdle prépondérant dans I’homéostasie du
microbiote, et sont des marqueurs de la santé du microbiote.

Il n’existe pas de valeurs de référence pour les AGCC et I’activité protéolytique de base chez le chien.
Etablir ces valeurs de référence permettrait d’avoir une valeur comparative solide dans I’exploitation
des résultats.

Enfin, d’autres marqueurs fonctionnels et structurels du microbiote peuvent étre analysés pour étayer
les arguments sur la santé du microbiote :
- Bactéries évoquées précédemment afin de renforcer le lien entre les facteurs étudies et certaines
populations bactériennes
o Concernant Pactivité  protéolytique :  Ruminococcaceae, Coriobacteriales,
Lactobacillales, Lachnospiraceae, Streptococcaceae
o Concernant les acides biliaires : Firmicutes, Clostridium IV et XIVa, Butyricicoccus,
Faecalibacterium, Ruminococcaceae, Roseburia, Escherichia coli, Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa.
o Concernant les AGCC : Bacteroidetes, Fusobacterium, Faecalibacterium, Clostridium
hiranonis, Blautia spp., Streptococcus spp., Ruminococcaceae, Bifidobacterium spp.,
Clostridium perfringens et Escherichia coli.
- Activité protéolytique de :
Trypsine-like
Chymotrypsine-like
o Elastase des neutrophiles-like
o Proteinase 3-like
o Cathepsine G -like
- Tryptophane et ses métabolites

o O
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- Précurseurs des acides biliaires tel que 7a-hydroxycholest-4-en-3-one retrouvé en quantité
importante chez les patients humains atteints de malabsorption biliaire lors de MICI (Lenicek
etal. 2011).
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Conclusion

Les EIC sont des atteintes complexes caractérisées par des manifestations cliniques et biologiques
variées. Le déséquilibre du microbiote intestinal a été identifié et constitue un facteur contributif
important. Les traitements actuels ne parviennent pas toujours a restaurer cet équilibre a moyen et long
terme, ni a offrir un confort de vie satisfaisant aux chiens malades.

Cette étude compile donc des connaissances sur les éléments structurels et fonctionnels du microbiote
intestinal et les interactions qui s’y déroulent, dans le but de mieux définir les caractéristiques d’un
microbiote sain, en comparaison avec le microbiote d’un chien atteint d’EIC.

Pour évaluer les effets de la TMF, nous avons suivi un groupe de chiens transplantés et avons constaté
une amélioration du score clinique dans 65% des cas. Chez les animaux ayant répondu favorablement,
nous avons suivi I’évolution de certaines fonctionnalités microbiennes. La mesure fécale des AGCC,
des acides biliaires primaires et secondaires ainsi que de l'activité protéolytique montre une
augmentation des concentrations fécales de propionate et acétate, une augmentation des concentrations
fécales des acides biliaires secondaires et une diminution de 1’activité protéolytique fécale.

Ainsi, nous avons montré que 1I’amélioration clinique de certains animaux s’accompagne d’une
amélioration des fonctionnalités microbiennes initialement constatées. Notre travail apporte la preuve
de concept que la TMF peut induire une amélioration clinique et que cette derniére s’accompagne
d’une évolution favorable des fonctionnalités microbiennes. Des analyses de corrélation avec
I’évolution de la composition microbienne devront étre menées a I’avenir.
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TITRE DE LA THESE :

Evolution de fonctionnalités microbiennes fécales aprés transplantation de microbiote
fécal chez les chiens atteints d’entéropathie inflammatoire chronique.

Evolution of fecal microbial functions after fecal microbiota transplantation in dogs with chronic
inflammatory enteropathy

Theése d’Etat de Doctorat Vétérinaire : Nantes, le 21 Octobre 2024

RESUME

Les entéropathies inflammatoires chroniques sont des affections complexes, marquées par diverses
manifestations cliniques et biologiques. Le déséquilibre du microbiote intestinal a été reconnu comme un
facteur clé dans ces atteintes. Les traitements actuels ne parviennent pas toujours a rétablir cet équilibre
amoyen ou long terme, ni a offrir une qualité de vie satisfaisante aux chiens concernés. La transplantation
de microbiote fécal apparait ainsi comme une approche innovante pour restaurer cet équilibre microbien.
Nous avons étudi¢ I’évolution des fonctions microbiennes chez des chiens atteints d’entéropathie
inflammatoire chronique, qui ont montré une amélioration clinique suite a la transplantation de
microbiote fécal. Une amélioration clinique a été observée chez 65 % des chiens, accompagnée d'une
augmentation des concentrations fécales de propionate et d'acétate, ainsi que des acides biliaires
secondaires, et d'une réduction de l'activité protéolytique fécale. Cette étude fournit la preuve que la
transplantation de microbiote fécal peut améliorer la condition clinique, en paralléle d'une amélioration
des fonctions microbiennes. Des études supplémentaires corrélant ces résultats avec I'évolution de la
composition microbienne sont nécessaires a l'avenir.

MOTS CLES::

- Chien

- Entéropathie inflammatoire chronique

- Maladies inflammatoires chroniques de I’intestin
- Transplantation fécale

- Acide gras volatil

- Activité proteolytique

- Acide biliaire

- Canine chronic enteropathy clinical activity index
- Microbiote gastro-intestinal
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